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緒論 
マイコプラズマは Tenericutes 門 Mollicutes 網に属する真正細菌の一種であり、
菌体は 0.15~0.8 μm と真正細菌中で最も小さく、ゲノムサイズも 680~2220 kbp
程度である[53]。マイコプラズマは動物、昆虫および植物に広く感染域をもつこ
とが知られており、現在までにおよそ 190 種のマイコプラズマが同定されてい
る[57]。マイコプラズマは細胞壁を持たず、人工培地での増殖が可能な最小の微
生物とされている[53]。マイコプラズマ属は牛肺疫の原因微生物（Mycoplasma 
mycoides subspecies mycoides small colony variant）として、1898 年に Nocard と
Roux により初めて分離培養された[45]。現在、この病原体には有効なワクチン
が存在することもあり、日本および欧米諸国を含む先進国においてこの疾病は
制御されており、問題となる地域は主にアフリカに限定されている[44]。 
ウシから分離されるマイコプラズマとして約 30 菌種が報告されており[44]、
それらは、肺炎、乳房炎、中耳炎および関節炎などを引き起こすことが報告され
ている[38]。特にマイコプラズマ性乳房炎は近年、国内における発生率の増加が
問題になっている[82]。本病に対する有効なワクチンは未だ開発されておらず、
また効果的な治療法も確立されていないことから淘汰対象となる事例が多い
[38, 44]。その対策技術の構築は世界的にも重要な課題として認識されている。  
マイコプラズマ性乳房炎の発生は 1960 年にイギリスで初めて報告された[17]。
マイコプラズマ性乳房炎の乳汁から分離されるマイコプラズマとして
Mycoplasma bovis（M. bovis）、M. bovigenitalium、M. californicum、M. arginini、M. 
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bovirhinis、M. alkalescense、M. canadense、M. dispar、M. gallinarum、M. alvi、 M. 
leachii、M. bovoculi および M. canis の 13 菌種が報告されている[1, 20, 27, 37, 58, 
64]。特に M. bovis はマイコプラズマ性乳房炎牛から最も高率に分離され[20]、
泌乳停止、乳房の腫脹および硬結などの重篤な臨床症状を起こし[52, 70]、甚大
な経済的損失を招来する[38]。M. bovis によるマイコプラズマ性乳房炎は牛群内
において高い伝染性を有するため、その制圧は困難であることが報告されてい
る[50]。 
M. bovis の病原性について、Jacques ら[71]は、M. bovis が単核球系細胞の増殖
阻害により免疫抑制を引き起こすこと、また Vanden ら[74]も、M. bovis から分
泌された蛋白質が白血球の増殖を抑制することを報告している。また宿主細胞
のアポトーシスを起こすことも報告されている[73]。しかし、M. bovis が単核球
の免疫応答に関連したサイトカイン発現への影響は充分には明らかにされてい
ない。M. bovis による乳房炎では、乳腺腔内に顕著な好中球の浸潤が認められる
が、M. bovis の排除には至らないため[13]、M. bovis が好中球の免疫応答から回
避する機構を持つものと考えられている[32]。しかし、M. bovis に対する好中球
の免疫応答性は充分に解明されていない。M. bovis の免疫回避機構として、異な
るサイズバリエーションで高頻度で変化する可変性表層リポ蛋白（Variable 
surface lipoproteins（VSPs））が知られている[6]。しかし、他の M. bovis の病原性
因子は解明されておらず不明な点も多い。また、近年、M. bovis がウシ乳腺上皮
細胞の免疫応答に関連した mRNA 発現量に影響を及ぼすことが報告されている
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[80]。しかし、他の乳房炎原因菌種との比較はなされておらず、また、M. bovis
に対する乳腺上皮細胞の免疫応答性についても充分には解明されていない。 
これらを解明することはマイコプラズマ性乳房炎に対する効果的な予防およ
び治療技術の確立に向けた重要な基礎的知見になりうるものと考えられる。 
本研究では、M. bovis 感染に対するウシ末梢血単核球、末梢血好中球およびウ
シ乳腺上皮細胞の免疫応答に関連した遺伝子発現を明らかにする目的で、マイ
クロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析を行い、定量的リアルタイム PCR 法
による免疫応答に関連する遺伝子の発現量について検討した（第Ⅰ章）。 
次に、M. bovis 感染に対するウシ単核球および好中球の免疫応答性を明らかに
する目的で、M. bovis が単核球のサイトカイン産生量および細胞増殖能に及ぼす
影響を評価するとともに、好中球の Nitric Oxide（NO）産生能および Neutrophil 
extracellular traps 形成に及ぼす影響を検討した（第Ⅱ章）。 
さらに、マイコプラズマ性乳房炎におけるウシの免疫応答を明らかにする目
的で、M. bovis の乳房内注入が全身および局所免疫応答に及ぼす影響を評価する
とともに、単核球の網羅的遺伝子発現解析を行った（第Ⅲ章）。 
 以上、マイコプラズマ性乳房炎について、その免疫学的病態の特性を明らか
にする目的で、M. bovis が免疫担当細胞および乳腺上皮細胞の遺伝子発現および
細胞機能に及ぼす影響を明らかにすることを意図して研究を展開した。   
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第Ⅰ章 M. bovis 刺激下におけるウシ免疫担当細胞および乳腺上皮細胞の網羅的
遺伝子発現解析 
１．序文 
  伝染性乳房炎に分類されるマイコプラズマ性乳房炎は、近年、国内におけ
る発生率の増加が問題になっている[82]。M. bovis は乳房炎原因菌の 1 種であ
り、マイコプラズマ性乳房炎で最も高率に分離される菌種である。M. bovis に
対するウシ乳腺の免疫応答について、Kauf ら[30]は、M. bovis をウシ乳房へ注
入することにより、末梢血中の白血球数および血小板数が減少し、さらに乳
汁中の Interleukin-8（IL-8）、Tumor necrosis facter α（TNF-α）、IL-1β、IL-10、
IL-12、および Interferon-γ（IFN-γ）量が増加したことを報告している。これら
のサイトカインは、細胞間シグナル伝達物質として、血球の増殖、分化、活性
化および抑制にかかわる重要な機能を有しており、単核球、好中球および乳
腺上皮細胞は乳腺組織においてそれらの主要な産生細胞とされている。一方、
これらサイトカインを含む M. bovis 感染に関わる免疫関連物質について遺伝
子レベルでの解明は充分に行われていない。これまで、乳房炎原因菌である
Staphylococcus aureus（S.aureus）および Escherichia coli（E. coli）感染に対す
る乳腺上皮細胞の遺伝子発現解析について、TNF-α、IL-1β、IL-6 および IL-8
の mRNA 発現量は S. aureus に比較し E. coli 刺激においてより急激に上昇す
るなど[21]、細胞の応答性は菌種により異なることが示されている[23]。そこ
で本研究では、M. bovis 刺激下における免疫担当細胞および乳腺上皮細胞の網
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羅的遺伝子発現解析により M. bovis に対する免疫学的応答性についてその解
明を試みた。 
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２．材料と方法 
1）菌液調整 
供試菌として、M. bovis（ATCC25523）、S. aureus （ATCC6538P）、 E. coli 
（NBRC14237）を用いた。M. bovis は Hayflic 培地（関東化学、東京）に接種
し 37℃、48 時間培養した。得られた菌液は、16,000 ×g、4℃、30 分の条件で
遠心処理後、上清を除去しリン酸緩衝生理食塩水（PBS、ニッスイ製薬、東
京）に再懸濁した。菌数は菌液をマイコプラズマ用寒天培地（関東化学、東
京）に接種後、37℃、5%CO2下で、4 日間培養し平板希釈法により算定し PBS
を用いて希釈し 1011 CFU/ ml に調整した。S. aureus および E. coli はブレイン
ハートインフュージョン培地（ニッスイ、東京）にて 37℃、24 時間培養後、
平板希釈法により算定し調整した。M. bovis は 70℃、5 分、S. aureus および E. 
coli は 75℃、30 分で熱処理し死菌とした。各菌液は使用まで-80℃で保存され
た。 
 
2）単核球および好中球 
(1)供試動物 
2012 年 4 月から 2015 年 11 月に酪農学園大学附属農場で飼養されていた臨床
的に健康な泌乳中期のホルスタイン種雌牛（3 歳齢）5 頭を用いた。 
(2)供試血液 
採血は頸静脈よりヘパリンナトリウム加真空採血管（Terumo、東京）を用
7 
 
い、常法に準じて行った。 
(3)単核球および好中球の分離と培養 
血液からの単核球および好中球分離は、Ficoll-conray 比重遠心法を用いて行
った。遠心管（50ml）に血液 10ml を入れ、PBS を 25ml 添加した。その下層に
Ficoll-conray 液（比重 1.078）10ml を重層し、300 ×g、20℃で 30 分間、遠心分
離した。遠心処理後、単核球層を採取し PBS で洗浄後、10% ウシ胎児血清
（Fetal bovine serum（FBS））加 RPMI-1640 培養液（Sigma Aldrich、東京）に懸
濁し氷上で保持した。好中球は赤血球層に 0.2%塩化ナトリウム溶液 10ml を加
え、赤血球を溶解させた後、直ちに 1.6％塩化ナトリウム溶液を等量加えた。
280 ×g、4℃、5 分間の遠心処理後、得られた好中球は Hank's balanced salt 
solution（HBSS、ニッスイ、東京）に懸濁し、氷上で保持した。3ml の
10%FBS 加 RPMI-1640 培養液に浮遊させた単核球（4×106 cells）または好中球
（1×107 cells）を 60mm プラスチックシャーレ（Iwaki、東京）に播種し、次い
で生菌または死菌 M. bovis、S. aureus または E. coli を感染多価（Multiplicity of 
infection : MOI 比）10、100 および 1000 となるよう添加した。好中球は 3 およ
び 6 時間、単核球は 6、12 および 24 時間、37℃、5%CO2下で培養した。培養
終了後、直ちに細胞を 0.25%トリプシン EDTA（Sigma Aldrich、東京）で剥離
し PBS で洗浄後、ペレットに 100 μl の RNA later stabilization solution
（Ambion、米国）を重層し、氷上で 15 分間静置後、これを除去し total RNA
（tRNA）抽出まで-80℃で保存した。 
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3）乳腺上皮細胞 
ホルスタイン種泌乳牛より得られた乳腺上皮細胞は中島恵一博士（北海道農
業研究センター）より分与された。M. bovis、S. aureus または E. coli の生菌ま
たは死菌を 10、100 および 1000 の MOI 比で乳腺上皮細胞に添加し、6、12 お
よび 24 時間 37℃、5%CO2条件下で培養した。培養終了後、直ちに細胞を
0.25%トリプシン EDTA 溶液（Sigma Aldrich、東京）で剥離し、ペレットを
RNA later stabilization solution（Ambion、米国）で処理後-80℃で保存した。 
 
4）Total RNA 抽出 
回収した単核球、好中球および乳腺上皮細胞から、Total RNA purification kit 
（Jena Bioscience、ドイツ）を用いて tRNA を抽出し、TURBO DNA-free kit
（Ambion、米国）にて 37℃で 120 分反応させ、脱 DNA 処理を行った。その
後、水層の 10 分の 1 量の 3 M 酢酸ナトリウムと 2.5 倍量の 100%エタノールを
加えて混和し、15,000 ×g で 15 分間遠心を行った。上清を除去し、70%エタノ
ールを加えて軽く混和した後、再び 10 分間遠心した。上清を除去して真空乾
燥後、RNA free 超純水により抽出した。 
 
5）網羅的遺伝子発現解析 
単核球、好中球および乳腺上皮細胞は M. bovis（MOI1000）で刺激した。単
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核球と乳腺上皮細胞は培養 6 時間後、好中球は 3 時間後に細胞を回収し、
tRNA（1μg 以上かつ 100-500 ng/ μl）を網羅的遺伝子発現解析に供試した。遺
伝子発現データセットはアジレント 1 色マイクロアレイプラットフォーム
（4×44K Bovine オリゴ DNA マイクロアレイ、grid ID 023647）より得られた。
サンプルはそれぞれ R のパッケージソフト（agilp）を用いて正規化を行った
[15]。その後、エクセルを用いて t 検定で p < 0.025 かつ発現量が対照と比較し
て 2 倍以上の遺伝子を抽出し順序化した。遺伝子アノテーションは bioDBnet
を用いて行い[41]、遺伝子オントロジーエンリッチメント解析は BioMart 
enrichment tool を使用した[62]。 
 
6）Reverse transcription polymerase chain reaction （RT-PCR） 
上記 4）にて抽出した単核球、好中球および乳腺上皮細胞の tRNA 1 μg を供
試した。各々に 5 × RT Buffer（東洋紡、大阪）4 μl、10 mM dNTP（タカラバイ
オ、滋賀）2 μl、5 pmol/μl Oligo dt（タカラバイオ、滋賀）1 μl、ReverTra ace
（東洋紡、大阪）1 μl、超純水を加え 20 μl としたものを RT（+）とした。ま
た、ReverTra ace の代わりに同量の超純水を加えたものを RT（-）とし、サー
マルサイクラー（Bio-Rad、米国）を用いて 42℃60 分、99℃5 分加熱し cDNA
化した。各サンプルの cDNA 1 μl を使用し、β-actin プライマーおよび Taq DNA 
polymerase を用いて初期変性 94℃2 分、熱変性 94℃30 秒、アニーリング 60℃
30 秒、伸長反応 72℃30 秒で 40 サイクル反応させた後、電気泳動まで 4℃で保
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存した。増幅産物に Loading buffer を添加し、10 μl を 1.5%アガロースゲルで
30 分間電気泳動を行った。アガロースゲルはエチジウムブロマイドで 30 分間
染色し、紫外線照射下で RT（+）および RT（-）を確認した。 
 
7）定量的リアルタイム PCR 
使用したプライマーセットを表 1-A および B に示した。それぞれのプライマ
ーセットは融解曲線分析を行い単一の産物が増幅されていることを確認し、ま
た BLAST 解析により標的遺伝子のみが増幅していることを確認した。qRT-
PCR 反応は Thunderbird Sybr qPCR mix（東洋紡、大阪）と CFX Connect real-
time system（BioRad、米国）を用い使用法に準拠して行った。反応条件は初期
変性 95℃5 分、熱変性 95℃15 秒、アニーリング 60℃30 秒、伸長反応 72℃30
秒、これらを 1 サイクルとし、40 サイクル行った。PCR 後、融解曲線分析を
行い、反応液の温度を 55℃から 0.5℃ずつ 95℃まで上昇させ、SYBR GreenⅠの
シグナルを検出した。β-actin および tryptophan 5-monooxygenase activation 
protein zeta polypeptide (YWHAZ)を参照遺伝子として標準化した。 
 
8）統計処理 
多群検定は Kruskal-Wallis 検定を、多重比較検定は Steel-Dwass 検定を用いて
行い、有意水準 5%（p < 0.05）以下、1%以下（p < 0.01）を有意とした。成績
は平均値 ± 標準誤差で示した。  
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表 1-A RT-PCR による遺伝子評価に使用したプライマー 
Gene name Primer sequence (5′-3′) 
Amplicon size 
(bps)  
Accession 
number 
Reference 
β-actin F: AGC AAG CAG GAG TAC GAT GAG 241 NM_173979.3 [55] 
 R: ATC CAA CCG ACT GCT GTC A    
YWHAZ F: GCA TCC CAC AGA CTA TTT CC 120 GU817014.1 [63] 
 R: GCA AAG ACA ATG ACA GAC CA    
IL-1β F：AGT GCC TAC GCA CAT GTC TTC 114 NM_174093.1 [25] 
 R: TGC GTC ACA CAG AAA CTC GTC    
IL-2 F: CCA GAG AGA TCA AGG ATT CAA TGG 108 NM_180997.2 [46] 
 R: CAG CGT TTA CTG TTG CAT CAT CA     
IL-4 F: ACG CTG AAC ATC CTC ACA ACG  125 NM_173921.2 [46] 
 R: CGC CTA AGC TCA ATT CCA ACC    
IL-6 F: ATC AGA ACA CTG ATC CAG ATC C 145 NM_173923.2 [46] 
 R: CAA GGT TTC TCA GGA TGA GG      
IL-8 F: GAA GAG AGC TGA GAA GCA AGA TCC 142  NM_173925.2 [46] 
 R: ACC CAC ACA GAA CAT GAG GC     
IL-10 F: AAG GTG AAG AGA GTC TTC AGT GAG C 110 NM_174088.1 [46] 
 R: TGC ATC TTC GTT GTC ATG TAG G    
IL-12p40 F: CAT CAG GGA CAT CAT CAA AC 135 NM_174356.1 [77] 
 R: AAC GTC AGG GAG AAG TAG GA    
IL-13 F: CCA GAA GGT GCC GCT GTG CAA T 159 NM_174089.1  
 R: GAG GGC TTG TGA GGA CAG AGT GC    
IL-17A F: TGG TGG CTC TTG TGA AGG CAG G 193 NM_001008412.2  
 R: TCA GGG TCC TCA TTG CGG TGG A    
IL-18 F: CTA TTG AGC ACA GGC ATA AAG ATG 130 NM_174091.2 [67] 
 R: TGA TCT GAT TCC AGG TCT TCA TCA    
IFN-γ F: TCA AAT TCC GGT GGA TGA TCT GC 150 NM_174086.1 [46] 
 R: GAC CAT TAC GTT GAT GCT CTC CG    
TNF-α F: TCT TCT CAA GCC TCA AGT AAC AAG C 418 NM_173966.3 [34] 
 R: CCA TGA GGG CAT TGG CAT AC    
TGF-β F: TTC TTC AAC ACG TCC GAG CTC 141 NM_001166068.1 [33] 
 R: AGC GCC AGG AAT TGT TGC TAT    
F, forward; R, reverse; bps, base pairs 
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表 1-B RT-PCR による遺伝子評価に使用したプライマー 
Gene name Primer sequence (5′-3′) 
Amplicon size 
(bps)  
Accession 
number 
Reference 
TLR2 F: CAT TCC CTG GCA AGT GGA TTA TC 195 NM_174197.2 [24] 
 R: GGA ATG GCC TTC TTG TCA ATG G    
TLR4 F: CTT CCC GGG GGA TGT TTC AA 169 NM_174198.6  
 R: CCT GAG GCG GTT TCT ACT CG    
Lactoferrin F: GTG GAT GGC AAG GAA GAC TTG 90 NM_180998.2 [43] 
 R: CAA AGA GCT GGA AGC TCC GA    
β-defensin F: TCT TCT GGT CCT GTC TGCT 130 NM_175703 [65] 
 R: CCG AAC AGG TGC CAA TCT GT    
CXCL10 F: CTC GAA CAC GGA AAG AGG CA 126 NM_001046551  
 R: AAA CCG AAG TCC ACG GAC AA    
IL-27 F: CGG TTG CTA CAC TCC TTG GAA 140 NM_001164653  
 R: TCA GCC AAG AGG TCA CTC CA    
SLAMF1 F: AGT CTG GAC CTT CAG GCA AC 144 NM_174184  
 R: GTA CAG GCA GCC AAG GTG TA    
SLAMF7 F: TCC TGA AGA GAT GCC CGA GT 142 NM_001191358  
 R: ATC TGA CAA CAT GGG CAG GG    
IL-17F F: TGG GTC ACA AGT GCA ACA GA 143 NM_001192082  
 R: TCA GGC CAA CCT CAT CTG TAT T    
BATF F: CCC AGT GAT GGG TCA AGC AT 112 NM_001206278  
 R: AGC CCT TGC CAG ATT GGT TT    
IL-36A F: GTG GAG GCT GTC CTG TGA TT 115 XM_005192441  
 R: AGC AGA GAA CAA CCC TCA TCC    
NOS2 F: CTT GAT TGC ACC GCT TGG AG 122 NM_001076799  
 R: CAA GAG GCA GAC TGG GGT TT    
CXCL2 F: TCA GGA AGT GTG TCT CAA CCC 143 NM_174299  
  R: TTC TGT AGG GGC AGG GTC TA       
CCL24 F: CCA GGC AGG AGT GAT CTT CA 122 NM_001046596  
 R: CCC TAG CGG AGG CTT TCT TC    
KDM4D F: GAT GGA CAA TCC TGC CCC AA 146 XM_005215772  
  R: AGG ACC TAG TTC ACG GGT CA       
F, forward; R, reverse; bps, base pairs    
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３．結果 
1）M. bovis 刺激下におけるウシ単核球、好中球および乳腺上皮細胞の網羅的遺
伝子発現解析 
 M. bovis 感染にともなうウシ単核球、好中球および乳腺上皮細胞の免疫応答
を解明する目的で、M. bovis 刺激にともなう各細胞の遺伝子発現量を網羅的に
解析した。単核球で 106 遺伝子が有意な（p < 0.025 かつ 2 倍以上の発現量）増
加を示し 61 遺伝子が有意な（p < 0.025 かつ 2 倍以上の発現量）減少を示し
た。好中球では 61 遺伝子が有意な（p < 0.025 かつ 2 倍以上の発現量）増加を
示し、30 遺伝子が有意な（p < 0.025 かつ 2 倍以上の発現量）減少を示した
（図 1）。乳腺上皮細胞では lysine (K)-specific demethylase 4D（KDM4D）が有
意な（p < 0.025 かつ 2 倍以上の発現量）減少を示した。 
有意な変化を認めた遺伝子群について表 2-A から D（単核球）および表 3-A
から C（好中球）に示した。増加した遺伝子の内、単核球ではサイトカイン
（IL-36A、IL-17F、IL-27、IFN-γ）の他にケモカイン（chemokine (C-X-C motif) 
ligand 10（CXCL10））が M. bovis 刺激によって強く誘導された。また signaling 
lymphocytic activation molecule family member 1（SLAMF1）および SLAMF7、
IFN-γ の誘導因子である interferon regulatory factor 1（IRF1）、また basic leucine 
zipper transcription factor, ATF-like（BATF）についても強い誘導が確認された。
好中球では M. bovis 刺激により nitric oxide synthase 2, inducible（iNOS）の発現
量が最も高くランキングされ、また chemokine (C-C motif) ligand 24（CCL24）
14 
 
および CXCL2 の有意な発現増加も認められた。これらの遺伝子について、単
核球では有意差は認められなかった。一方、単核球および好中球に共通して有
意な（p < 0.025 かつ 2 倍以上の発現量）発現量の差が認められた遺伝子数は
25 であった（図 2）。それらは主としてサイトカインやケモカイン等、免疫応
答に関連する遺伝子であり、増減も一致していた（図 3）。 
M. bovis 刺激にともなう単核球および好中球における遺伝子の機能解析にお
いて、単核球の機能的応答は、免疫応答に関連する遺伝子が最も多く発現して
おり、次いでストレス応答に関連する遺伝子の増加が認められた（図 4 および
表 4）。好中球でも同様に免疫応答に関連する遺伝子が最も高く順序化された
（図 5 および表 5）。 
 
2）リアルタイム PCR による網羅的遺伝子発現解析の検証および定量化 
網羅的遺伝子発現解析の結果をリアルタイム PCR により検証した（図 6）。
M. bovis 刺激下における好中球 iNOS、IL-36A、BATF、SLAMF1、SLAMF7 お
よび CXCL2 の mRNA 発現量は対照と比較し有意に（p < 0.01）増加し、CCL24
の mRNA 発現量は有意に（p < 0.01）減少した。同様に M. bovis 刺激にともな
う単核球における IL-36A、BATF、IL-27、IFN-γ、SLAMF1 および SLAMF7 の
mRNA 発現量は有意に（p < 0.01）増加し、CCL24 の mRNA 発現量は有意に
（p < 0.01）減少した。M. bovis 刺激に対する乳腺上皮細胞における KDM4D の
mRNA 発現量は対照と比較し減少傾向を示した。  
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図 1 M. bovis 刺激下における単核球および好中球の網羅的遺伝子発現解析において
有意差が認められた遺伝子数 
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表 2-A M. bovis 刺激下における単核球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が認
められた遺伝子 
 
Ensembl Transcript ID Gene Name Description log(FC) 
ENSBTAT00000028036 ADM adrenomedullin 4.66 
ENSBTAT00000015156 RUSC2 RUN and SH3 domain containing 2 3.61 
ENSBTAT00000023167 GJB2 gap junction protein, beta 2 3.55 
ENSBTAT00000010644 SELENBP1 selenium binding protein 1 3.44 
ENSBTAT00000039533 CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 3.32 
ENSBTAT00000065203 IL36A interleukin 36, alpha 3.31 
ENSBTAT00000028016 CTSK cathepsin K 3.25 
ENSBTAT00000020701 HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 3.22 
ENSBTAT00000010425 SLAMF1 signaling lymphocytic activation molecule family member 1 3.06 
ENSBTAT00000022393 IL17F interleukin 17F  2.90 
ENSBTAT00000037557 DECR2 2,4-dienoyl CoA reductase 2, peroxisomal 2.88 
ENSBTAT00000046258 MICAL2 Protein-methionine sulfoxide oxidase 2.73 
ENSBTAT00000029804 GAB1 GRB2-associated binding protein 1 2.63 
ENSBTAT00000029274 LTBP2 latent transforming growth factor beta binding protein 2 2.59 
ENSBTAT00000023979 IL27 interleukin 27 2.58 
ENSBTAT00000001585 SLAMF7 SLAM family member 7 2.53 
ENSBTAT00000016634 IFNG interferon, gamma 2.43 
ENSBTAT00000035684 BATF basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 2.32 
ENSBTAT00000027538 ABCA1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 2.13 
ENSBTAT00000056271 RIN2 ras and Rab interactor 2 2.11 
ENSBTAT00000027423 TCN1 transcobalamin I (vitamin B12 binding protein, R binder family) 2.10 
ENSBTAT00000008074 CDA cytidine deaminase 2.07 
ENSBTAT00000028880 RGS1 regulator of G-protein signaling 1 1.98 
ENSBTAT00000005986 DHRS9 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 1.93 
ENSBTAT00000045866 SLC48A1 solute carrier family 48 (heme transporter), member 1 1.91 
ENSBTAT00000009698 LHFPL2 lipoma HMGIC fusion partner-like 2 1.91 
ENSBTAT00000025930 ITPKC inositol-trisphosphate 3-kinase C 1.90 
ENSBTAT00000061349 CDK6 cyclin-dependent kinase 6 1.85 
ENSBTAT00000003028 HSD3B7 
hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
isomerase 7 
1.85 
ENSBTAT00000020764 TNFRSF4 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4 1.84 
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表 2-B M. bovis 刺激下における単核球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が
認められた遺伝子 
 
Ensembl Transcript ID Gene Name Description log(FC) 
 
ENSBTAT00000032697 - Uncharacterized protein 1.83 
ENSBTAT00000013956 LSMEM1 leucine-rich single-pass membrane protein 1 1.81 
ENSBTAT00000043753 LGALS3 lectin, galactoside-binding, soluble, 3 1.75 
ENSBTAT00000014591 NFKBIZ 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 
inhibitor, zeta 
1.70 
ENSBTAT00000000950 NDRG1 N-myc downstream regulated 1 1.70 
ENSBTAT00000004034 SMTN smoothelin 1.69 
ENSBTAT00000023937 CD164 CD164 molecule, sialomucin 1.68 
ENSBTAT00000001987 CALCB calcitonin-related polypeptide beta 1.59 
ENSBTAT00000000679 PLEKHA8 
pleckstrin homology domain containing, family A (phosphoinositide 
binding specific) member 8 
1.58 
ENSBTAT00000063695 NAGLU N-acetylglucosaminidase, alpha 1.54 
ENSBTAT00000056121 - Uncharacterized protein 1.50 
ENSBTAT00000019242 AKAP2 A kinase (PRKA) anchor protein 2 1.49 
ENSBTAT00000023511 SCNN1D sodium channel, non voltage gated 1 delta subunit 1.46 
ENSBTAT00000006742 SLC31A2 solute carrier family 31 (copper transporters), member 2 1.46 
ENSBTAT00000010311 PPA1 pyrophosphatase (inorganic) 1 1.45 
ENSBTAT00000021808 OPTN optineurin 1.45 
ENSBTAT00000056911 GBP2 Uncharacterized protein 1.43 
ENSBTAT00000000046 PYCR1 pyrroline-5-carboxylate reductase 1 1.41 
ENSBTAT00000048452 FCGR2B Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor (CD32) 1.41 
ENSBTAT00000004127 SLC25A33 solute carrier family 25, member 33 1.37 
ENSBTAT00000011652 SORT1 sortilin 1 1.37 
ENSBTAT00000026855 GCLM glutamate-cysteine ligase, modifier subunit 1.35 
ENSBTAT00000044218 IRF1 interferon regulatory factor 1 1.34 
ENSBTAT00000027449 IDO1 indoleamine 2,3-dioxygenase 1 1.33 
ENSBTAT00000014282 FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6) 1.33 
ENSBTAT00000060994 HK2 hexokinase 2 1.32 
ENSBTAT00000003943 GADD45G growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma 1.31 
ENSBTAT00000000977 BCL2A1 BCL2-related protein A1  1.30 
ENSBTAT00000018010 LGALS8 lectin, galactoside-binding, soluble, 8  1.30 
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表 2-C M. bovis 刺激下における単核球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が
認められた遺伝子 
 
Ensembl Transcript ID Gene Name Description log(FC) 
 
ENSBTAT00000019526 ADAMTS2 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 2  1.30 
ENSBTAT00000013111 XCL1 chemokine (C motif) ligand 1 1.28 
ENSBTAT00000064242 TXNRD1 thioredoxin reductase 1 1.27 
ENSBTAT00000013173 ITGB3 integrin, beta 3 (platelet glycoprotein IIIa, antigen CD61)  1.26 
ENSBTAT00000018501 RRAD Ras-related associated with diabetes 1.26 
ENSBTAT00000004181 ASNS asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) 1.24 
ENSBTAT00000036314 MPP7 
membrane protein, palmitoylated 7 (MAGUK p55 subfamily member 
7)  
1.23 
ENSBTAT00000029116 FCGR2B Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor (CD32)  1.23 
ENSBTAT00000047899 RBPMS RNA binding protein with multiple splicing 1.22 
ENSBTAT00000043182 BHLHE41 basic helix-loop-helix family, member e41 1.21 
ENSBTAT00000006419 MTHFD2 
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 2, 
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase 
1.21 
ENSBTAT00000018420 SH3BP4 SH3-domain binding protein 4 1.20 
ENSBTAT00000013950 IFRD1 interferon-related developmental regulator 1 1.20 
ENSBTAT00000010532 FLCN folliculin 1.19 
ENSBTAT00000022976 DRAM1 DNA-damage regulated autophagy modulator 1 1.19 
ENSBTAT00000045141 TNFSF14 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 14 1.17 
ENSBTAT00000011347 TRAF3IP2 TRAF3 interacting protein 2 1.16 
ENSBTAT00000012983 GPR171 G protein-coupled receptor 171 1.16 
ENSBTAT00000013121 TRIM25 tripartite motif containing 25 1.15 
ENSBTAT00000001785 USP38 ubiquitin specific peptidase 38 1.15 
ENSBTAT00000025884 ICAM2 intercellular adhesion molecule 2 1.14 
ENSBTAT00000006773 LPGAT1 acyl-CoA:lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1 1.13 
ENSBTAT00000018897 CCDC86 coiled-coil domain containing 86 1.13 
ENSBTAT00000009356 STEAP3 STEAP family member 3, metalloreductase 1.13 
ENSBTAT00000018370 BCAT1 branched chain amino-acid transaminase 1, cytosolic 1.12 
ENSBTAT00000055062 TNFAIP8L1 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8-like 1 1.11 
ENSBTAT00000017658 PNPLA8 patatin-like phospholipase domain containing 8 1.11 
ENSBTAT00000011388 SULT1A1 sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 1 1.10 
ENSBTAT00000015575 CRYL1 crystallin, lambda 1 1.09 
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表 2-D M. bovis 刺激下における単核球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が
認められた遺伝子 
 
Ensembl Transcript ID Gene Name Description log(FC) 
 
ENSBTAT00000045223 TMEM251 transmembrane protein 251 1.09 
ENSBTAT00000004312 NOL6 nucleolar protein family 6 (RNA-associated) 1.09 
ENSBTAT00000046966 SOBP sine oculis binding protein homolog (Drosophila) 1.08 
ENSBTAT00000034126 SPSB1 splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 1 1.08 
ENSBTAT00000045329 RASGEF1B RasGEF domain family, member 1B 1.08 
ENSBTAT00000031822 SH3BP5 SH3-domain binding protein 5 (BTK-associated) 1.07 
ENSBTAT00000015413 MAP3K8 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 1.04 
ENSBTAT00000019102 PRKX protein kinase, X-linked 1.04 
ENSBTAT00000008333 CIRH1A cirrhosis, autosomal recessive 1A (cirhin) 1.03 
ENSBTAT00000033962 SOAT1 sterol O-acyltransferase 1 1.03 
ENSBTAT00000053511 TMEM243 chromosome 4 open reading frame, human C7orf23 1.02 
ENSBTAT00000010428 SLC38A6 solute carrier family 38, member 6 1.02 
ENSBTAT00000015599 SGMS1 sphingomyelin synthase 1 1.02 
ENSBTAT00000006709 TMEM2 transmembrane protein 2 1.02 
ENSBTAT00000046976 PTPLA 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 1 1.02 
ENSBTAT00000010206 SLC1A4 
solute carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid transporter), 
member 4 
1.01 
ENSBTAT00000006825 SYS1 
SYS1 Golgi-localized integral membrane protein homolog (S. 
cerevisiae) 
1.01 
ENSBTAT00000065058 ISG20 interferon stimulated exonuclease gene 20kDa 1.00 
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表 3-A M. bovis 刺激下における好中球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が認
められた遺伝子 
 
Ensembl Transcript ID Gene Name Description log(FC) 
ENSBTAT00000009062 NOS2 nitric oxide synthase 2, inducible 4.68 
ENSBTAT00000018774 PTGS2 
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase 
and cyclooxygenase) 
3.97 
ENSBTAT00000030280 TM9SF2 transmembrane 9 superfamily member 2-like 3.82 
ENSBTAT00000035684 BATF basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 3.49 
ENSBTAT00000001702 PPP1R15A protein phosphatase 1, regulatory subunit 15A 3.05 
ENSBTAT00000025930 ITPKC inositol-trisphosphate 3-kinase C 2.70 
ENSBTAT00000065203 IL36A interleukin 36, alpha 2.70 
ENSBTAT00000039536 CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 2.57 
ENSBTAT00000013608 ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 2.55 
ENSBTAT00000028574 MAFF v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F 2.55 
ENSBTAT00000008074 CDA cytidine deaminase 2.54 
ENSBTAT00000001585 SLAMF7 SLAM family member 7 2.53 
ENSBTAT00000063922 SESN2 sestrin 2 2.51 
ENSBTAT00000010425 SLAMF1 signaling lymphocytic activation molecule family member 1 2.40 
ENSBTAT00000014591 NFKBIZ 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 
inhibitor, zeta 
2.23 
ENSBTAT00000013956 LSMEM1 leucine-rich single-pass membrane protein 1 2.21 
ENSBTAT00000029804 GAB1 GRB2-associated binding protein 1 2.20 
ENSBTAT00000011265 ATF3 activating transcription factor 3 2.07 
ENSBTAT00000013855 SMIM3 small integral membrane protein 3 2.01 
ENSBTAT00000015850 MTTP microsomal triglyceride transfer protein 2.01 
ENSBTAT00000019132 - Uncharacterized protein 1.99 
ENSBTAT00000055625 - Uncharacterized protein  1.96 
ENSBTAT00000013950 IFRD1 interferon-related developmental regulator 1 1.95 
ENSBTAT00000029790 TBC1D9 TBC1 domain family, member 9 (with GRAM domain) 1.94 
ENSBTAT00000008135 IRAK2 interleukin-1 receptor-associated kinase 2 1.85 
ENSBTAT00000013959 PROK1 prokineticin 1 1.85 
ENSBTAT00000004034 SMTN smoothelin 1.82 
ENSBTAT00000063461 KRTAP12-2 keratin-associated protein 12-2 1.81 
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表 3-B M. bovis 刺激下における好中球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が
認められた遺伝子 
 
Ensembl Transcript ID Gene Name Description log(FC) 
 
ENSBTAT00000006709 TMEM2 transmembrane protein 2 1.73 
ENSBTAT00000056271 RIN2 Ras and Rab interactor 2 1.68 
ENSBTAT00000019242 AKAP2 A kinase (PRKA) anchor protein 2 1.60 
ENSBTAT00000011866 UPK1B uroplakin 1B 1.60 
ENSBTAT00000007454 NEU1 sialidase 1 (lysosomal sialidase) 1.51 
ENSBTAT00000010787 PRKCSH protein kinase C substrate 80K-H 1.48 
ENSBTAT00000021808 OPTN optineurin 1.44 
ENSBTAT00000004288 TNFRSF9 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 1.42 
ENSBTAT00000045223 TMEM251 transmembrane protein 251 1.42 
ENSBTAT00000010532 FLCN folliculin 1.40 
ENSBTAT00000018010 LGALS8 lectin, galactoside-binding, soluble, 8 1.38 
ENSBTAT00000013983 MAP2K3 mitogen-activated protein kinase kinase 3 1.37 
ENSBTAT00000006419 MTHFD2 
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 2, 
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase 
1.36 
ENSBTAT00000030667 ABHD5 abhydrolase domain containing 5 1.35 
ENSBTAT00000015794 RRAS2 related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2 1.33 
ENSBTAT00000016760 B4GALT5 UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 5 1.31 
ENSBTAT00000001785 USP38 ubiquitin specific peptidase 38 1.27 
ENSBTAT00000017614 SLC3A2 solute carrier family 3 (amino acid transporter heavy chain), member 2 1.21 
ENSBTAT00000052423 LMNB1 lamin B1 1.20 
ENSBTAT00000004751 PRDX1 peroxiredoxin 1 1.16 
ENSBTAT00000018753 WDR77 WD repeat domain 77 1.16 
ENSBTAT00000012886 GPD2 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 (mitochondrial) 1.16 
ENSBTAT00000050220 BIRC2 baculoviral IAP repeat containing 2 1.16 
ENSBTAT00000056382 CRTC2 CREB regulated transcription coactivator 2 1.15 
ENSBTAT00000066124 PTBP1 polypyrimidine tract binding protein 1 1.12 
ENSBTAT00000019774 GPN2 GPN-loop GTPase 2 1.08 
ENSBTAT00000047899 RBPMS RNA binding protein with multiple splicing 1.08 
ENSBTAT00000044257 TUBB2B tubulin beta 2B class Iib 1.07 
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表 3-C M. bovis 刺激下における好中球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が
認められた遺伝子 
 
Ensembl Transcript ID Gene Name Description log(FC) 
 
ENSBTAT00000015041 ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 1.07 
ENSBTAT00000064114 ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 1.02 
ENSBTAT00000027224 PAF1 Paf1, RNA polymerase II associated factor, homolog (S. cerevisiae) 1.02 
ENSBTAT00000006773 LPGAT1 lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1 1.02 
ENSBTAT00000025580 USP14 ubiquitin specific peptidase 14 (tRNA-guanine transglycosylase) 1.02 
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図 2 M. bovis 刺激下における単核球および好中球の網羅的遺伝子発現解析で有意差
が認められた遺伝子数のベン図 
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図 3 M. bovis 刺激下における単核球および好中球の網羅的遺伝子発現解析で有意差が認められた共通遺伝子のヒートマップ
解析
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図 4 M. bovis 刺激下における単核球において有意差が認められた遺伝子の遺伝子オ
ントロジーエンリッチメント解析 
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表 4 M. bovis 刺激下における単核球において有意差が認められた遺伝子の遺伝子オ
ントロジーエンリッチメント解析 
 
Description P-Value Corrected P-Value 
immune system process 8.16E-06 0.00115902 
response to stress 0.0014402 0.204508 
cell junction organization 0.0114984 1 
oxidoreductase activity 0.0122468 1 
extracellular region 0.0210089 1 
cellular amino acid metabolic process 0.0350541 1 
lysosome 0.0395078 1 
cell adhesion 0.0401127 1 
cell motility 0.0441828 1 
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図 5 M. bovis 刺激下における好中球において有意差が認められた遺伝子の遺伝子オ
ントロジーエンリッチメント解析 
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表 5 M. bovis 刺激下における好中球において有意差が認められた遺伝子の遺伝子オ
ントロジーエンリッチメント解析 
 
Description P-Value Corrected P-Value 
immune system process 5.68E-04 0.0806246 
carbohydrate metabolic process 4.49E-03 0.637681 
catabolic process 0.0152978 1 
response to stress 0.0212556 1 
endoplasmic reticulum 0.0342777 1 
cytoplasm 0.0359709 1 
locomotion 0.0372123 1 
embryo development 0.0428116 1 
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図 6 リアルタイム PCR による網羅的遺伝子発現解析の検証および定量化（*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
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3）M. bovis、S. aurues および E. coli 刺激下における乳腺上皮細胞サイトカイン
mRNA 発現量の比較 
 M. bovis 刺激下における乳腺上皮細胞のサイトカイン、ケモカイン、抗菌ペ
プチドおよび Toll like receptors（TLRs）の mRNA 発現量を代表的な乳房炎原因
菌種である S. aureus および E. coli 刺激と比較した（図 7）。M. bovis の死菌
（MOI 1000）刺激下における乳腺上皮細胞の IL-1β、IL-6 および TNF-α は培養
12 時間後で有意な（p < 0.01）増加を示した（図 7-A）。一方、S. aureus 刺激は
M. bovis と同様に、時間依存的な増加傾向を示し、生菌刺激では培養 24 時間後
で IL-1β（MOI 10）、IL-6（MOI 1000）および TNFα（MOI 1000）の mRNA 発
現量が有意な（p < 0.01）増加を示した。また、E. coli では M. bovis 刺激と同様
に刺激後 12 時間で有意差が認められたが、MOI 10 刺激においても有意な増加
を示した（IL-1β：生菌；p < 0.01、死菌；p < 0.05、IL-6：生菌；p < 0.01）。IL-
8 の mRNA 発現量は M. bovis では対照と比較して有意差を認めなかったが、生
菌刺激は時間依存的に増加する傾向が認められた。S. aureus の生菌（MOI 
1000）では M. bovis と同様に時間依存的に増加する傾向が認められ、刺激後 24
時間で有意（p < 0.05）に増加した。しかし、E. coli では刺激後 12 時間でピー
クを示し（生菌を MOI 10 で刺激；p < 0.01、MOI 100； p < 0.05、死菌を MOI 
1000 で刺激；p < 0.05）、24 時間で（死菌を MOI 1000 で刺激；p < 0.05）刺激
から 6 時間の値と同程度の値まで推移した（図 7-B）。 抗菌ペプチドである
Lactoferrin（Lf）および β-defensin に関して、M. bovis 刺激では Lf および β-
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defensin の mRNA 発現量は対照と比較して変化を認めなかったが、S. aureus 刺
激および E. coli 刺激は時間依存的にそれらは増加する傾向が認められた（図 7-
C）。M. bovis の死菌を MOI 1000 で刺激したところ、6 時間後に TLR2 の
mRNA 発現量に有意な（p < 0.05）増加を認め、生菌刺激では時間依存的に増
加する傾向が認められた。S. aureus 生菌での刺激では、M. bovis と類似した推
移を示し、24 時間で有意な（p < 0.05）増加を示した。一方、E. coli では 6 時
間（生菌または死菌（MOI 10 または 100）刺激；p < 0.01）および 12 時間（生
菌（MOI 10 または 100）刺激；p < 0.05、死菌刺激（MOI 1000；p < 0.01、MOI 
100；p < 0.05））で高値を示し、24 時間で減少する傾向が認められた（図 7-
D）。M. bovis の死菌を MOI 1000 で刺激したところ、12 時間後に TLR4 の
mRNA 発現量に有意な（p < 0.05）増加が認められた。一方、S. aureus の死菌
刺激では有意差を認めなかったが、M. bovis と類似した発現量の推移を示し
た。また、E. coli の死菌では、刺激後 6 時間で TLR4 の mRNA 発現量は有意な
（MOI 10； p < 0.05、MOI 100；p < 0.01）増加を示し、12 時間でも有意な
（MOI 100；p < 0.05、MOI 1000；p < 0.01）増加を示した。 
 
4）M. bovis、S. aurues および E. coli 刺激下における単核球サイトカイン mRNA
発現量の比較 
 単核球のサイトカイン mRNA 発現量は M. bovis の生菌または死菌で（MOI 
10、100 および 1000）刺激し培養後 6、12 および 24 時間で評価した（図 8-A
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から C）。また M. bovis との比較のために、S. aureus および E. coli が単核球の
サイトカイン mRNA 発現量に及ぼす影響についても同様に評価した。M. 
bovis、S. aureus および E. coli の生菌刺激下における単核球サイトカイン
mRNA 発現量はそれぞれの死菌刺激と比較して増加傾向を示した。M. bovis 生
菌を MOI 1000 で刺激したところ、6 時間で TNF-α の mRNA 発現量は有意な
（p < 0.05）増加を示したのに対し、S. aureus および E. coli 刺激においては
MOI 10 で有意な（p < 0.01、p < 0.05）増加を示した。IFN-γ の mRNA 発現量に
ついて、M. bovis の生菌を MOI 1000 で刺激したところ、6 および 24 時間で有
意に（p < 0.05）増加したが、S. aureus では MOI 10 の刺激で有意差（生菌刺激
で 6 時間；p < 0.01）を認めた。IL-12 の mRNA 発現量は M. bovis の生菌を
MOI 1000 で刺激したところ 6 時間で有意に（p < 0.01）増加し、12 時間まで高
値を維持し、24 時間においても対照よりも高値であった。一方、S. aureus の生
菌では、MOI 10、100 および 1000 で有意な（MOI 10 で刺激後 6 時間；p < 
0.01、MOI 100； p < 0.01、MOI 1000 で刺激後 24 時間；p < 0.05）増加を認め
た。また、E. coli の生菌では MOI 10 において、6 時間で有意な（p < 0.01）増
加を認め、MOI 1000 でも 24 時間で有意な（p < 0.01）増加が認められた。IL-
1β および IL-18 の mRNA 発現量は M. bovis の生菌を MOI 100 で刺激したとこ
ろ 6 時間後に有意な（p < 0.05）増加を示した。一方、S. aureus の生菌では
MOI 1000 で刺激すると培養後 12 時間において IL-18 の mRNA 発現量は有意に
（p < 0.01）増加した。IL-2 の mRNA 発現量は M. bovis の生菌を MOI 10 で刺
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激したところ 24 時間後に有意な（p < 0.01）増加を認め、S. aurues では刺激後
12 および 24 時間において有意な（p < 0.01）増加を認めた。IL-6 の mRNA 発
現量は M. bovis の生菌（MOI 10）刺激後、6 時間で有意な（p < 0.01）増加を認
めたが、S. aurueu および E. coli 刺激では有意差は認められなかった。 
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図 7-A  M. bovis、S. aureus および E. coli 刺激下における乳腺上皮細胞の炎症性サ
イトカイン mRNA発現量（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01）  
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図 7-B  M. bovis、S. aureus および E. coli 刺激下における乳腺上皮細胞 IL-8の
mRNA発現量（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
 
 
  
36 
 
 
 
 
 
 
図 7-C  M. bovis、S. aureus および E. coli 刺激下における乳腺上皮細胞の抗菌ペプチ
ド mRNA発現量（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
 
  
β-defensin 
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図 7-D M. bovis、S. aureus および E. coli 刺激における乳腺上皮細胞 TLRs の mRNA
発現量（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
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図 8-A  M. bovis、S. aureus および E. coli 刺激下における単核球のサイトカイン
mRNA発現量（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01）  
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図 8-B  M. bovis、S. aureusおよびE. coli刺激下における単核球のサイトカインmRNA
発現量（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
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図 8-C  M. bovis、S. aureusおよびE. coli刺激下における単核球のサイトカインmRNA
発現量（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01）  
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４．考察 
 M. bovis が免疫担当細胞および乳腺上皮細胞の遺伝子発現に及ぼす影響を解
明する目的で、本研究では網羅的遺伝子発現解析およびリアルタイム PCR を
用いたサイトカイン mRNA 発現量の定量を試みた。 
単核球においては、IFN-γ、IL-27 および IL-17F などの Th1 および Th17 サイ
トカインの他、SLAMF1、SLAMF7 および BATF など免疫応答抑制に関連する
遺伝子発現量も増加することが明らかとなった。IL-27 は Th17 細胞の分化を抑
制させる一方、Th1 細胞の分化を促進させる[28]。IFN-γ は細胞性免疫を活性化
させる主要なサイトカインの一つである[54]。一方で、SLAMF1 は IL-12 の発
現量を抑制し、IFN-γ 産生も抑制させることが報告されている[59]。同様に
SLAMF7 も免疫応答に抑制的な作用を有し、活性化単球による炎症性サイトカ
イン産生を抑制させることが報告されている[31]。BATF は Programmed cell 
death protein 1（PD-1）の発現量を増加させ、T 細胞の細胞増殖を抑制させる作
用を有する[51]。M. bovis はリンパ球の増殖を抑制させることが報告されてお
り[74]、これらの免疫応答抑制に関連する遺伝子発現の増加が、M. bovis によ
る免疫応答抑制機構に関与している可能性が示唆された。 
好中球では M. bovis により iNOS、IL-36A および CXCL2 や、炎症性サイト
カインの mRNA 発現量が増加することが明らかとなった。iNOS は NO を産生
することで抗菌活性を発現し、また Neutrophil extracellular traps 形成にも関与
することが報告されている[47]。CXCL2 は抗菌活性を持ち[79]、好中球の活性
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化（プライミング）に関与するケモカインである[76]。 
M. bovis 刺激にともなう単核球および好中球の網羅的遺伝子発現解析結果か
ら、単核球および好中球共通の免疫応答に関連する遺伝子発現が認められ、IL-
36A の mRNA 発現量が増加することが明らかとなった。IL-36A は IL-1 ファミ
リーに属し IL-1F6 としても知られており、NF-κB および MAPK シグナル経路
を活性化させて炎症を誘導する[69]。また、CCL24 の遺伝子発現も共通して減
少したが、この遺伝子は単球および活性化 T リンパ球を抑制させるとともに強
力な血球分化抑制作用を有することが知られている[48]。遺伝子オントロジー
エンリッチメント解析においても、免疫に関わる応答が最も高い数値を示し、
M. bovis に対する活発な免疫応答性が認められた。一方で SLAMF1、SLAMF7
および BATF の遺伝子発現量も共通して増加しており、M. bovis は免疫応答抑
制にも関連している可能性が考えられた。 
乳腺上皮細胞において、刺激後 6 時間で KDM4D の有意な発現量の低下を認
めた。KDM4D は脱メチル化酵素の一つとして知られており、この酵素の働き
として、NFkB 近傍の遺伝子を脱メチル化させることにより炎症性サイトカイ
ンの発現量が増加することが報告されている[81]。このことは、KDM4D が減
少することでサイトカインの発現量が抑制されることを示唆している。このこ
とから M. bovis の生菌は免疫応答を抑制する機構を有する可能性が考えられ
た。M. bovis の生菌での刺激で乳腺上皮細胞の炎症性サイトカイン mRNA 発現
量の増加が認められるとの報告もあり[80]、本研究においては M. bovis 刺激下
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におけるウシ乳腺上皮細胞の炎症性サイトカイン mRNA 発現量は、有意差は
認められなかったものの、生菌刺激で時間依存的に増加傾向を示した。このこ
とは M. bovis は免疫応答を抑制するのみならず、促進させる働きを持つことを
示唆している。 
乳腺上皮細胞の mRNA 発現量は、M. bovis と S. aureus 刺激で類似しているこ
とが明らかとなった。マイコプラズマ性乳房炎の臨床症状は E. coli による乳房
炎と異なり、S. aureus による乳房炎のそれに類似しているとみられているが
[12, 66]、本研究の結果はそれと一致するものであった。M. bovis 刺激にともな
う単核球における IFN-γ、IL-12 および TNF-α の mRNA 発現量について、MOI 
10 および MOI 100 刺激では発現量に変化が認められなかったが MOI 1000 刺激
で有意に増加することを認めた。一方、S. aureus および E. coli 刺激では MOI 
10 および MOI 100 刺激でこれらのサイトカイン発現量は有意に増加したこと
から、M. bovis による単核球の免疫応答が引き起こされるためには、他の菌種
よりも高い MOI 比での刺激が必要であることが明らかとなった。 
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５．小括 
M. bovis 刺激下におけるウシ免疫担当細胞および乳腺上皮細胞の網羅的遺伝
子発現解析を小括すると以下のとおりである。 
1）M. bovis 刺激により単核球では IFN-γ、IL-17F、IL-27 および IL-36A などの
Th1 または Th17 免疫応答に関連する mRNA 発現量の増加を示し、好中球では
iNOS、CXCL2 および IL-36A など抗菌活性に関連する mRNA 発現および炎症
性サイトカイン mRNA 発現量の増加が認められた。 
2）M. bovis 刺激下における単核球および好中球に共通した遺伝子発現に関し
て、免疫応答抑制に関与する BATF、SLAMF1 および SLAMF7 の mRNA 発現量
の増加が認められた。 
3）M. bovis 刺激下における乳腺上皮細胞は、免疫応答を促進させる KDM4D の
mRNA 発現量を減少傾向にさせることが明らかとなった。 
4）M. bovis 刺激下における乳腺上皮細胞の免疫に関連する mRNA 発現量は
E.coli とは異なる応答を示し、S. aureus に類似することが明らかとなった。ま
た、M. bovis 刺激下における単核球のサイトカイン mRNA 発現は MOI の増加
により誘導されることが明らかとなった。 
 
  
45 
 
第Ⅱ章 M. bovis 刺激がウシ免疫担当細胞の機能発現に及ぼす影響  
１．序文 
 M. bovis は乳房炎を引き起こす原因菌種であり、その臨床症状として顕著な
乳汁中体細胞数の増加が認められる[52]。マイコプラズマ性乳房炎では感染部
位において、好中球の顕著な浸潤が認められるが、M. bovis は殺菌されること
なく長期間生存し[30]、壊死領域に M. bovis の生存が確認される[32]。 
近年、好中球における自然免疫応答の一つとして Neutrophil extracellular traps
（NETs）形成が注目されている。NETs は、好中球が自身の核酸を抗菌活性物
質とともに細胞外へ放出することで、網目状の核酸により病原体を物理的に絡
め取り、排除するものと考えられている[10]。NETs はサイトカインまたは細
菌、ウイルス、真菌および寄生虫により誘導されることが報告されているが
[26]、NETs に抵抗性を示す微生物の存在も証明されている[68]。しかし、M. 
bovis が NETs の形成やその消去に及ぼす影響については不明である。 
単核球のサイトカイン産生について、M. bovis 刺激下では T 細胞、NK 細胞
および γδT 細胞の IFN-γ 産生は増加することが報告されている[71]。一方、単
球について、M. bovis 刺激に伴う TNF-α および IFN-γ の産生増加は認められな
いが、IL-10 産生の増加を示すことが報告されている[42]。しかし、M. bovis の
宿主細胞に対する機能制御への関与についての詳細は明らかにされていない。 
本章では、M. bovis が好中球の NO 産生能および Neutrophil extracellular traps
形成に及ぼす影響を評価するとともに、単核球のサイトカイン産生量および細
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胞増殖能に及ぼす影響を検討した。  
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２．材料と方法 
1) 単核球および好中球 
第Ⅰ章-２-1）の方法に準拠して行った。 
 
2) NETs の形態的評価 
好中球（1×106 cells）を 10%FBS 加 RPMI1640 培養液（100 μl）に浮遊させ、
0.001%ポリ L リジンコートのカバーガラス（Matsunami glass、東京）上に播種
し、直径 35mm のシャーレの中に静置した。好中球は 37℃5%CO2条件下で 1 時
間培養し、ローダミン（octadecyl rhodamine B chloride、Sigma Aldrich、米国）で
染色した M. bovis（107CFU）、Phorbol-12-myristate-13-acetate（PMA; Merck Millipore、
米国）（最終濃度 100 nM）、Ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）（最終濃度 5 
mM）を処置し、37℃5%CO2 下で 3 時間培養した。その後、好中球を PBS で洗
浄し、核酸染色試薬として 4,6-diamidino-2-phenylindole, dilactate （DAPI）で処
理した。PBS で洗浄後 Fluoromount（Diagnostic Biosystems、米国）でマウントし
共焦点顕微鏡（Nikon、東京）を使用して観察した。 
 
3) NETs の定量 
好中球の NETs 形成は核酸の蛍光強度に基づいて評価した。まず好中球 （5 
×105 cells） に PMA（最終濃度 100 nM）刺激を 37℃5%CO2条件下で 3 時間行
い、その上清を分取した。上清に SYBR green I（Toyobo、東京）および ①M. 
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bovis （5×104、5×105、5×106 および 5×107 CFU）または② M. bovis （5 ×106 
CFU）および EDTA （最終濃度 0.005、0.05、0.5 および 5 mM）を加え 30 分
37℃で蛍光強度を MyiQ-icycler（Bio-Rad Laboratories、米国）で測定した。 
 
4) Reactive oxygen species (ROS)の定量 
M. bovis 刺激下における好中球の細胞外 ROS 産生を定量するためにルミノー
ル依存性化学発光反応を実施した。ルミノール 10 μl（最終濃度 10 mM、）を好
中球（2×105 cells/well）に添加し 37℃5 分の条件下で前培養し、M. bovis 10μl
（MOI 10、100 または 1000）および PMA（最終濃度 100μg/ml）を添加し、化
学発光反応は 37℃30 分間ルミノメーター（ATTO、東京）を用いて測定した。
結果は発光強度の積分値で算出した。 M. bovis 刺激下における好中球の細胞内
ROS 産生を定量するために、好中球（2×105 cells/well）に M. bovis（MOI 
1000）10μl を添加し 37℃5%CO2下で、30 分間測定を行った。その後 Muse 
Oxidative stress kit（Millipore、ドイツ）を用いてプロトコルに従い Muse cell 
analyzer（Millipore、ドイツ）で測定した。 
 
5) Nitric oxide（NO）産生の定量およびアポトーシス細胞の検出 
M. bovis 刺激下における好中球の NO 産生およびアポトーシス細胞数を評価
するために、好中球（2×105 cells/well）に 10μl の M. bovis（MOI 1000）を添
加し 37℃5%CO2条件下で、1、3 および 6 時間培養を行った。Muse nitric oxide 
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kit または Muse Annexin V and dead cell kit（Millipore、ドイツ）を用い Muse 
cell analyzer（Millipore、ドイツ）で測定した。 
 
6) M. bovis のヌクレアーゼ活性 
M. bovis のヌクレアーゼ活性は 1.5%アガロース電気泳動法を利用して評価し
た。M. bovis（109、108、107および 106 CFU）は Nuclease reaction buffer（25 
mM Tris-HCl、pH 8.8、10 mM CaCl2、10 mM MgCl2）50 μl 中での 2 本鎖 λ ファ
ージ DNA（New England BioLabs、東京）500 ng と室温で 5、15 および 30 分イ
ンキュベートした。ポジティブまたはネガティブコントロールとして、それぞ
れ DNase I（1.8unit/μl、Takara、滋賀）または DNase free water を添加した。イ
ンキュベーション後、サンプル（10 μl）はローディングバッファーを添加し、
アガロースゲル電気泳動法（100V、30 min）により泳動を実施した。ゲルはエ
チジウムブロマイド染色後、UV transilluminator により観察した。 
 
7) 好中球の M. bovis 殺菌活性に及ぼす影響 
好中球を 96 穴プレート（TrueLine、米国）に 5×104 cells/well で播種し、37℃
5%CO2条件下で 30 分培養した後、NETs 誘導剤として PMA（最終濃度 100 
nM）を添加し 3 時間の培養を行った。好中球には貪食抑制剤として
Cytochalasin D （最終濃度 20 µg/ml、Sigma Aldrich、米国）を添加し 30 分のイ
ンキュベーションを行った後、 MOI 10 の M. bovis を添加し、EDTA （最終濃
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度 5 mM）を添加し 30 分間インキュベーションした。溶液はマイコプラズマ用
寒天培地に播種され、37℃5%CO2条件下で 1 週間培養しコロニーを計数し生存
率は CFU として算出された。  
 
8) M. bovis 刺激にともなう単核球の増殖反応試験 
  単核球の増殖反応に及ぼす M. bovis の影響をマイトジェン存在下で評価し
た。マイトジェンとして concanavalin A（ConA; Wako、大阪）および
phytohemagglutinin（PHA; Sigma Aldrich、米国）を用いた。96 穴プレートに単
核球を播種（2×105 cells/well）し 37℃5%CO2条件下で培養した。5μg の ConA
または PHA および M. bovis（生菌または死菌）を 72 時間刺激したのち、測定
キット（Cell counting kit-8、Dojindo、熊本）を用いて測定した。 
 
9) M. bovis 刺激にともなう単核球のサイトカイン産生量 
単核球（4 × 106 cells）は 37°C 5% CO2 条件下で M. bovis（MOI1000）の生菌
または死菌刺激を 24 時間行い、上清を分取し測定まで-70°C で保存した。上清
中の IFN-γ 産生量は Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）キット
（Bovine IFN-γ ELISA reagent kit, Thermo Fisher Scientific、米国）を用いて評価
した。さらに、IL-12 産生量についても ELISA キット（ELISA kit for Interleukin 
12A (IL12A), Uscn Life science、米国）を用いて測定した。 
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10) M. bovis 刺激にともなう単核球の LDH 誘導 
LDH はキット（CytoTox 96 Non-radioactive cytotoxicity assay, Promega、東
京）を使用して製品のプロトコルに従い誘導量を定量した。 
 
11）統計処理 
多群検定は Kruskal-Wallis 検定を、多重比較検定は Steel-Dwass 検定を用いて行
い、有意水準 5%（p < 0.05）以下、1%以下（p < 0.01）を有意とした。成績は
平均値 ± 標準誤差で示した。 
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３．結果 
1) M. bovis 刺激下におけるウシ好中球のアポトーシス細胞および死細胞の検出 
ウシ好中球の Annexin 陽性かつ 7-AAD 陰性（早期アポトーシス）細胞数の
割合は、対照の 1 時間（2.54%）と比較して 3（4.36%）および 6 時間
（9.92%）で有意に（p < 0.05）増加した（図 9）。一方、M. bovis 刺激にともな
う Annexin 陰性かつ 7-AAD 陽性（アポトーシス以外の細胞死）細胞数の割合
は対照の 1 時間（0.20%）と比較して 3 時間（0.96%）および 6 時間（1.52%）
で有意に（p < 0.05）増加した。Annexin 陰性かつ 7-AAD 陰性（生細胞）細胞
の割合は、対照および M. bovis 刺激で時間依存的に減少傾向を示したが、有意
差は認められなかった。Annexin 陽性かつ 7-AAD 陽性（後期アポトーシスおよ
びネクローシス）細胞の割合は M. bovis 刺激で時間依存的に増加傾向を示した
ものの有意差は認められなかった。 
 
2) M. bovis 刺激下におけるウシ好中球の NO 産生能、化学発光能および細胞内
活性酸素産生能 
M. bovis 刺激にともなう好中球の NO 産生能は刺激後 1 および 3 時間で対照
と比較して有意な（p < 0.05）増加を示した（図 10）。M. bovis の MOI 10、100
および 1000 刺激におけるウシ好中球の活性酸素産生は対照と比較して有意差
は認められなかった（図 11）。PMA 単独刺激におけるウシ好中球の活性酸素産
生は未刺激対照に比較して有意に（p < 0.05）増加し、同様に PMA および M. 
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bovis との共刺激で対照と比較して有意な（p < 0.05）増加が認められた。一方
で、細胞内の活性酸素産生能は M. bovis 刺激、PMA 刺激および M. bovis およ
び PMA 共刺激で対照と比較して有意な（p < 0.05）増加を示した（図 12）。 
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図 9 M. bovis 刺激にともなう好中球のアポトーシスおよび死細胞の割合 
（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05） 
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図 10 M. bovis 刺激にともなう好中球の NO 産生細胞数の割合 
 （N=5、mean ± SE、*：p < 0.05） 
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図 11 M. bovis 刺激にともなう好中球の細胞外活性酸素産生能 
 （N=5、mean ± SE、*：p < 0.05） 
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図 12 M. bovis 刺激にともなう好中球の細胞内活性酸素産生能 
（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05） 
  
0
1
2
3
4
5
6
*
*
*
R
O
S
 e
x
p
re
ss
io
n
 (
%
)
M. bovis
PMA - - + +
- + - +
58 
 
2) M. bovis 刺激下におけるウシ好中球の NETs 形成 
M. bovis 単独刺激では NETs 形成は認められず（図 13C）、PMA 刺激では
NETs 形成が認められたものの（図 13B）、PMA および M. bovis 共刺激下では
NETs 形成は認められなかった（図 13D）。PMA 刺激後に M. bovis を添加すると
NETs 形成が認められなかったが（図 14C）、PMA 刺激後に M. bovis および
EDTA を添加すると NETs 形成が確認された（図 14B）。PMA 刺激後に EDTA
を添加しても NETs 形成に影響は認められなかった（図 14A）。 
 
3) M. bovis 刺激下における NETs の定量 
PMA 刺激下における好中球の培養上清について、核酸蛍光強度を調べたと
ころ、対照、M. bovis 単独刺激および M. bovis と PMA 共刺激に比較して有意
に（p < 0.05）高値を示した（図 15）。M. bovis 添加に対する NETs の核酸蛍光
強度は時間依存的および菌数依存的減少を示し（図 16）、刺激後 2 分以降
（2.5×107および 2.5×108 CFU/ ml）および刺激後 4 分以降（2.5×109 CFU/ ml）
で PMA 単独刺激における培養上清の核酸蛍光強度と比較して有意に（p < 
0.05）減少した。M. bovis および EDTA 添加に対する NETs の核酸蛍光強度は
EDTA 濃度 0.5 および 5mM でそれぞれ NETs 単独の蛍光強度と比較して有意に
増加し（それぞれ p < 0.05 および p < 0.01）、また EDTA 濃度依存的に増加傾向
を示した（図 17）。M. bovis 単独の添加では時間および菌数に伴う蛍光強度の
変化は認められなかった。 
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4) M. bovis ヌクレアーゼ活性の測定 
M. bovis（109CFU）添加にともなう λ ファージ DNA について、インキュベ
ート後 5 分で DNase free 水添加と比較しバンドの濃度が減弱し、15 および 30
分後にバンドは消失した（図 18-1, 5）。M. bovis（108CFU）添加ではインキュ
ベート後 5、15 および 30 分後に DNase free 水添加と比較してバンド濃度の減
弱が認められた（図 18-2, 5）。DNase 添加では DNA のバンドは消失した（図
18-6）。 
 
5) NETs 誘導条件下での EDTA 添加下における M. bovis 生存率の測定 
ウシ好中球に対する PMA および M. bovis の共刺激による M. bovis の生存率
は M. bovis 単独刺激と比較して有意な差は認められなかった。ウシ好中球に対
して PMA および M. bovis 共刺激条件下において EDTA を添加すると、M. bovis
の生存率は PMA および M. bovis 共刺激と比較して有意に（p < 0.05）減少した
（図 19）。 
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図 13 M. bovis 刺激にともなうウシ好中球の NETs 形成能（A：コントロール、B：
PMA、C：M. bovis、D：M. bovis および PMA） 
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図 14 M. bovis 刺激にともなうウシ好中球の NETs 形成能（A：PMA刺激後に
EDTA添加、B：PMA 刺激後に M. bovis および EDTA添加、C：PMA刺激後に M. 
bovis 添加） 
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図 15 M. bovis 刺激にともなうウシ好中球の NETs 形成能（Mb：M. bovis、N=5、
mean ± SE、*：p < 0.05） 
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図 16 PMAにより誘導された NETs に及ぼす M. bovis 添加の影響 
（N=5、mean ± SE、PMAで刺激した好中球の培養上清（誘導された NETs）におけ
る核酸蛍光強度を 1（点線）とした） 
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図 17 PMAにより誘導された NETs に及ぼす M. bovis および EDTA 添加の影響
（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05） 
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図 18 λファージ DNAに対する M. bovis ヌクレアーゼ活性の影響（1; 109、2; 108、
3; 107、4; 106 CFU、5; DNase free waterおよび 6; DNase I） 
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図 19 NETs誘導条件下において EDTA添加が M. bovis の生存率に及ぼす影響 
 （N=5、mean ± SE、*：p < 0.05） 
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5) M. bovis、ConA および PHA 刺激にともなう単核球の増殖反応試験 
M. bovis およびマイトジェン刺激にともなう単核球の増殖反応を評価した
（図 20）。M. bovis の生菌を MOI1、10 および 100 で刺激すると無刺激対照と
比較して有意な（p < 0.01）単核球増殖反応を示した。M. bovis の生菌（MOI 10
および 100）および ConA 共刺激は ConA 単独刺激と比較し有意な（p < 0.05 お
よび p < 0.01）増殖反応の増加を示し、M. bovis の生菌（MOI 100）および PHA
との共刺激においても PHA 単独刺激と比較し有意な（p < 0.05）増加を示し
た。M. bovis の生菌（MOI 100）および ConA 共刺激は M. bovis および PHA 共
刺激よりも有意に（p < 0.05）高値を示した。死菌 M. bovis（MOI 100）刺激は
対照と比較して有意な（p < 0.05）単核球増殖反応を示した。 
   
6) M. bovis 刺激にともなう単核球のサイトカイン産生量 
M. bovis 刺激下における単核球の IFN-γ および IL-12 産生量を ELISA により
定量した（図 21）。単核球 IFN-γ および IL-12 の産生量は M. bovis の生菌刺激
でそれぞれ対照と比較し有意な（p < 0.01 および p < 0.05）増加を示した。M. 
bovis の死菌刺激下における単核球 IFN-γ および IL-12 産生量に変化は認められ
なかった。 
 
7) M. bovis およびマイトジェン刺激にともなう単核球からの LDH 誘導  
M. bovis 刺激下における単核球の LDH 誘導は対照と比較して有意差は認めら
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れなかった（図 22）。M. bovis 刺激（MOI 10 および 100）および PHA の共刺激
では PHA 単独刺激と比較して有意な（p < 0.05 および p < 0.01）LDH 誘導量の
増加が認められた。M. bovis 死菌の単独刺激または死菌とマイトジェンの共刺
激では対照と比較して低値を示す傾向が認められた。  
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図 20 マイトジェン刺激に誘導されるウシ単核球の細胞増殖能に及ぼす M. bovis の
影響（N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
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図 21 M. bovis の生菌または死菌刺激下におけるサイトカイン産生量 
 （N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
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図 22 M. bovis およびマイトジェン刺激下におけるウシ単核球の LDH誘導 
 （N=5、mean ± SE、*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
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４．考察 
M. bovis の病原因子については、未だ十分に解明されておらず、生体の自然
免疫応答性についても不明な点が多い。好中球の自然免疫応答能の一つである
NETs は好中球自身の核酸を顆粒成分とともに細胞外へ放出し、微生物を物理
的に補足し殺菌作用を示すことが知られている[10]。これらは自然免疫におい
て重要な役割を担うが[26]、マイコプラズマのそれらに対する影響については
解明されていない。NETs に対する微生物のエスケープ機構の一つとして、ヌ
クレアーゼの関与が S. aureus、Streptococcus suis および Vibrio cholerae で報告
されている[8, 18, 60]。本研究ではマイコプラズマ種における NETs エスケープ
機構についてその解明を試みた。 
M. bovis 刺激下において好中球は対照と比較して、アポトーシス以外での細
胞死を誘導することが明らかとなった。アポトーシス以外の細胞死として、
NETs 形成をともなう細胞死である NETosis が関連していることが考えられ
た。 
M. bovis の単独刺激にともなう好中球の活性酸素産生について、細胞内では
その産生を認めたものの、細胞外では認められないことが明らかとなった。ま
た、PMA および M. bovis との共刺激における好中球の細胞外活性酸素産生量
は菌数依存的に減少する傾向が認められた。マイコプラズマ種は活性酸素に対
する抵抗因子を持つことが知られている[16, 29]。これらのことから好中球は
M. bovis 刺激によって活性酸素産生能を持つが、M. bovis は細胞外の活性酸素
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を減弱させることが示唆された。NETs 形成に活性酸素は必須であることが知
られているため、潜在的に M. bovis は NETs 形成を誘導することが考えられ
た。さらに、好中球の NO 産生は NETs 形成に寄与するという報告があり
[47]、本研究においても M. bovis 刺激下における NO 産生が認められた。 
本研究において好中球に対する PMA 刺激では NETs 形成が認められたのに
対し、PMA および M. bovis との共刺激では NETs 形成が認められないことが明
らかとなり、M. bovis は NETs 形成を抑制することが示唆された。また、NETs
誘導の後に M. bovis を加えることで NETs 形成の消失を認めた。しかし、この
NETs 消失は EDTA を添加することで抑制され、NETs 形成が認められた。この
ことから、M. bovis は形成された NETs を分解することが示唆された。M. bovis
のヌクレアーゼ活性にはカルシウムイオンおよびマグネシウムイオンが重要な
働きをすることが知られている[61]。このため、EDTA を添加することで M. 
bovis のヌクレアーゼ活性が抑制された結果、NETs 形成の分解が抑制されたこ
とに起因した現象と推察される。核酸の蛍光強度の結果から、M. bovis は菌数
依存的かつ時間依存的に NETs を分解することが明らかとなり、これらの反応
が EDTA を添加することで抑制されることも明らかとなった。また、M. bovis
がヌクレアーゼ活性を持つことが電気泳動法の結果より確認された。 
NETs 存在下における M. bovis の生存率は、EDTA 添加により減少することが
明らかとなった。このことから、EDTA により M. bovis のヌクレアーゼ活性が
抑制された結果、M. bovis が NETs により殺菌されたことが示唆された。 
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M. bovis のヌクレアーゼは NETs からのエスケープ機構としての関与から、
M. bovis の病原性因子の一つと考えられる。また、M. bovis のヌクレアーゼ活
性の抑制は NETs による捕捉を容易にするため、M. bovis 感染症に対する有効
な治療技術の開発において有用な知見と考えられる。 
M. bovis 刺激下において単核球の細胞増殖が認められ、さらに、マイトジェン
との共刺激においても同様の細胞増殖が認められた。しかし、Vanden ら[74]は、 
M. bovis はマイトジェン刺激による細胞増殖を抑制させることを報告しており、
本研究ではこれらとは異なる結果が得られた。そのメカニズムは明らかにされ
ていないが、菌株により免疫応答性が異なるとの報告もあり[75]、さらなる研究
が必要である。 
M. bovis の生菌は単核球の IFN-γ および IL-12 産生量を増加させることが明ら
かとなった。生菌が IFN-γ 産生量を増加させることは以前の報告と一致した[71]
が、M. bovis の死菌による影響はこれまで検討されていなかった。本研究におい
て、死菌による刺激ではこれらのサイトカイン産生は認められず、単核球の免
疫応答は M. bovis の生菌が重要な役割を持つことが示唆された。 
M. bovis 刺激にともなう単核球の LDH 産生量を測定することで、M. bovis に
よる単核球の細胞傷害性に及ぼす影響を評価した。M. bovis の単独刺激では LDH
誘導が認められないことが明らかとなり、また、マイトジェン存在下における
M. bovis 刺激は、マイトジェンの種類により異なる反応を示すことが明らかとな
った。M. bovis による細胞傷害性について、Lu ら[36]は、ウシ肺微小血管の上皮
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細胞および大動脈上皮細胞に強い細胞傷害性を示さないことを報告しており、
本研究の結果からも、M. bovis は単核球の細胞傷害を誘導しないことが示唆され
た。 
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５．小括 
M. bovis 刺激下におけるウシ免疫担当細胞の機能的解析を小括すると以下の
とおりである。 
 
１．M. bovis の単独刺激で NETs 形成は認められず NETs 形成誘導剤である PMA
との共刺激でも認められなかった。M.bovis は形成された NETs を消失させ、こ
の現象は EDTA 存在下では抑制された。NETs による M. bovis の生存率は EDTA
存在下で減少した。M. bovis は自身のヌクレアーゼにより好中球の NETs から回
避し、M. bovis のヌクレアーゼは病原性因子として関与しているものと考えら
れる。 
 
２． M. bovis によるウシ単核球に対する細胞毒性は低く、また、M. bovis は単
核球の細胞増殖能を促進させることが明らかとなった。生菌 M. bovis はサイト
カイン産生能を有することが明らかとなった。M. bovis に対するウシ単核球の免
疫応答は生菌で死菌より反応性が得られたことから菌の活性因子が重要な役割
を担うと考えられる。 
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第Ⅲ章 M. bovis の乳房内感染とウシ乳腺の免疫学的応答性 
１．序文 
 M. bovis は伝染性乳房炎の原因菌種の一つであり、マイコプラズマ性乳房炎を
引き起こす主要な菌種である[20]。多くは乳房局所における重度の炎症を惹起し、
泌乳量の減少や、突然の泌乳停止を招来する[52]。激しい臨床症状を示す症例で
は食欲不振、乳房リンパ節の腫脹および顕著な高体細胞数を示し、乳産生の減
少、泌乳停止に至る[52, 70]。しかし、M. bovis 乳房内感染にともなうウシ血清中
の免疫関連物質の動態については充分には明らかとなっていない。また、M. 
bovis による乳房炎は牛群内において高い伝染性を示し、同一個体内において非
感染分房に感染が拡大することも知られている[13]。M. bovis による乳房炎にお
いて乳汁中白血球は、感染初期に多形核顆粒球の遊出が認められ、次いでマク
ロファージおよび形質細胞を含む単核球が出現することが報告されている[72]。
しかし、M. bovis による乳房炎において、全身および乳腺の免疫応答については
明らかにされていない。本章では M. bovis による乳房内感染にともなうウシの
免疫応答を明らかにする目的で、M. bovis 乳房内注入による実験感染を実施し、
全身および乳腺局所の免疫応答について解析を行った。 
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２．材料と方法 
1) 供試動物 
酪農学園大学付属農場にて飼養されていた臨床的に健康なホルスタイン種雌
牛 3 頭（3 ~ 5 歳齢）を用いた。感染実験（動物実験：VH14CⅤ号）は酪農学園
大学における病原体等実験計画申請書（実験番号 14-04）に従い、酪農学園大学
付属動物病院の感染動物管理病棟（承認番号 VTH031EK：ABSL2）で実施され
た。 
 
2) M. bovis の乳房内注入 
(1)M. bovis の調整 
供試菌として、M. bovis の基準株である PG45 株（ATCC25523）を用いた。
Hayfric 培地（関東化学、東京）に接種し 37℃で 48 時間培養して得られた菌液
は、20,000 g、4℃、40 分間の条件で遠心処理後、上清を除去し PBS で洗浄を行
い、さらに 20,000 g、4℃、10 分間遠心し PBS に再懸濁した。菌数は平板希釈法
により算定し最終的な菌数を 1×104 CFU/ml に調整した。 
(2)注入方法 
上記 2)-(1)で調整した菌液 5 ml を供試牛の A 分房（左前）に注入した。対照
として滅菌 PBS を D 分房（右後）に 5ml 注入した。 
 
3) 体細胞数の測定 
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体細胞数は蛍光光学式体細胞測定装置（Fossomatic90; Foss Electric、デンマー
ク）を用いて常法に従い測定した。 
 
4) 菌数の測定および菌の検出 
採乳は M. bovis 乳房内注入前（D0）および注入から 1 日目（D1）、D3、D7 お
よび D14 に滅菌スピッツに無菌的に行った。乳汁中の菌数は上記 2)-(2)に準じ
て実施した。M. bovis の検出は、M. bovis 特異的プライマーを用いて PCR を実施
し、増幅産物をアガロースゲル電気泳動法で確認した。採乳した乳サンプル 100 
μl をマイコプラズマ用液体培地（関東化学、東京）3 ml に接種し、37℃で 2 日
間増菌培養した。PCR は、C1000 Thermal Cycler（Bio-rad、米国）を使用し、熱
変性 94℃30 秒、アニーリング 61.2℃20 秒、伸長反応 72℃1 分（以下 45 サイク
ル）、最終伸長反応 72℃5 分の条件で実施した。 
 
5) M. bovis 感染牛の一般血液検査 
採血は M. bovis 乳房内注入前（D0）、D1、D3、D7 および注入から 14 日目（D14）
に、頸静脈および尾静脈より EDTA 加真空採血管およびプレーン真空採血管を
用い常法に準じて行った。プレーン真空採血管からの血液は 4℃で 8 時間静置
後、2,400 g、4℃、30 分間の条件で遠心処理し血清を分離した。血清は分離後
−80℃にて冷凍保存した。EDTA 真空採血管は桿状核（%）、分葉核（%）、リンパ
球（%）、 
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単球（%）、好酸球（%）および好塩基球（%）の割合、また総白血球数（WBC
（102/ μL））、赤血球数（RBC（104/ μL））、ヘモグロビン量（HGB（g/ dl））、ヘマ
トクリット（HCT（%））、平均赤血球容積（MCV（fL））、平均赤血球ヘモグロビ
ン量（MCH（pg））、平均赤血球ヘモグロビン濃度（MCHC（g/ dl））および血小
板数（PLT（104/ μL））を算出した。血清から総蛋白量（TP（g/ dl））、アルブミ
ン（ALB（g/ dl））、アルブミン/グロブリン比（A/G 比）、アスパラギン酸アミノ
トランスフェラーゼ（AST（IU/ l））、γ-グルタミルトランスペプチターゼ（GGT
（IU/ l））および Fe（μg/ dl）の値を算出した。 
 
6) ELISA 法 
(1)血清の分離 
頚静脈および尾静脈より常法に従って採血し、4℃で 8 時間静置後、2,400 g、
4℃、30 分間の条件で遠心処理し血清を分離した。血清は分離後−80℃にて冷凍
保存し測定に供試した。 
(2)乳清の分離 
分房乳 2ml をスピッツ管に無菌的に採取し、19,000 g、4℃、30 分間の条件で
遠心処理後、乳清 1 ml を−80℃にて冷凍保存した。 
(3)抗原調整 
抗原として、M. bovis の基準株を用いた。基準株は Hayfric 培地（関東化学、
東京）にて 37℃で 5 日間培養した。得られた菌液は界面活性剤で処理し、抗原
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とした。 
(4)ELISA 法による Optical Density（OD 値）の測定 
Nunc イムノプレート（Thermo Scientific、米国）に炭酸緩衝液で 50 μg/ml に調
整した抗原液を 1 well あたり 100 μl 加え、吸着を行った後、血清または乳清を
添加しスキムミルクでブロッキング後、37℃で 1 時間静置した。上清を吸引除
去し、洗浄後 Protein-G 抱合西洋わさびペルオキシダーゼを添加した。37℃で 1
時間静値後、3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic Acid（ABTS）溶液を加え、吸高値
（OD 415 nm）を測定し、各検体の抗体価を測定した。 
 
7) M. bovis 感染牛の末梢血単核球における網羅的遺伝子発現解析  
(1)単核球の分離 
採血は M. bovis 乳房内注入前（D0）および注入から 7 日目（D7）に、頸静脈
よりヘパリンナトリウム加真空採血管を用い、常法に準じて行った。血液から
の単核球分離は、第Ⅱ章-２-2）-(3)の方法に準拠して行った。 
(2)Total RNA 抽出 
第Ⅰ章-２-4）の方法に準拠して行った。 
(3)網羅的遺伝子発現解析 
単核球は D0 および D7 の tRNA（1μg 以上かつ 100-500 ng/ μl）を各 3 サンプ
ルずつ網羅的遺伝子発現解析に供試し、第Ⅱ章-２-5）の方法に準拠して行った。  
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8) M. bovis 感染牛の乳汁および末梢血におけるフローサイトメトリーを用いた
単核球動態解析 
採血は D0、1、3、7 および 14 に、頸静脈よりヘパリンナトリウム加真空採血
管を用い常法に準じて行った。血液および乳汁からの単核球分離は、Ficoll-
conray 比重遠心法を用いて行った。遠心管（50ml）に血液 10ml（乳汁は 1×107
の体細胞数）を入れ、PBS（ニッスイ、東京）25ml を加えて希釈した。その下層
に比重 1.078 に調整した Ficoll-conray 液 10ml を重層し、300 ×g、20℃の条件下
で 30 分間遠心分離した。遠心処理後、単核球層を採取し、得られた単核球は PBS
で洗浄した。CD4、CD8、CD14、CD21 および WC1 に対する抗体を感作させ、
暗室 15 分後、500 ×g、4℃の条件下で 5 分間遠心後 PBS により洗浄を行い、再
度同条件で遠心後、1%パラホルムアルデヒド PBS 溶液に浮遊させて解析まで暗
室 4℃で静置した。 
 
9) M. bovis 刺激下における単核球の増殖反応試験 
D0 および剖検前に採血した血液および剖検時に採材した脾臓、右乳房リンパ
節および左乳房リンパ節の単核球における M. bovis またはマイトジェン（ConA; 
Wako、大阪）刺激下における増殖反応を評価した。第Ⅱ章-２-7)に準じて行った。
それぞれ 96 穴プレートに播種（2×105 cells/well）された単核球は 37℃5%CO2条
件下において、5μg の ConA、死菌 M. bovis（PG45、野外株 5 株（#1 から#5））
と 72 時間培養した後、測定キット（Cell Counting Kit-8、Dojindo、熊本）を用い
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て評価した。 
 
10) 統計処理 
成績の統計処理は、Kruskal-Wallis 検定および Steel-Dwass 検定を用いて行い、
有意水準 5%（p < 0.05）以下、有意水準 1%以下（p < 0.01）を有意とした。成績
は平均値±標準誤差で示した。   
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３．結果 
1) M. bovis 注入にともなう乳汁中の菌数の推移 
M. bovis 注入にともなう乳汁中の菌数の推移を図 23 に示した。A 分房（左
前）では各個体において 7 ~ 11 日目でピークを示し 108 ~ 109 CFU/ml まで増加
した。その後 10 ~ 14 日目にかけて減少が認められた。また、菌が検出される
までの時間は各個体で異なり No.1 では注入から 12 時間後、No.2 では 2 日後、
No.3 では 4 日後に菌が検出された。B 分房（左後）では各個体で菌が検出さ
れ、特に No.2 では 9 ~ 12 日目で 1.4 × 107 CFU/ml まで顕著な増加が認められ
た。 
 
2) M. bovis 注入にともなう乳汁中体細胞数の推移 
M. bovis 注入にともなう乳汁中体細胞数の推移を図 24 に示した。A 分房（左
前）の平均体細胞数は注入後 1 日目と比較し、注入後 2 日目に増加、5 日目で
一度減少し、再度増加して 8 日目で 1900 × 104 ± 615 × 104 cells/ml となりピー
クを示した。その後も体細胞数の減少と増加を繰り返した。B 分房の平均体細
胞数は 10 日目までと比較し、注入後 11 日目から 13 日目にかけて増加が認め
られ、ピークを示した 13 日目には 680 × 104 ± 290 × 104 cells/ml となり、14 日
目で減少した。C および D 分房（右前および右後）の平均体細胞数は注入後
14 日目まで増加が認められたものの 30 × 104 cells/ml 以下で推移した。 
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3) M. bovis 注入にともなう血清抗体価の推移 
M. bovis 注入にともなう血清抗体価の推移を図 25 に示した。各感染個体にお
いて注入日から 7 日目までの平均 OD 値は No.1 で 0.665、No.2 で 0.937、No.3
で 0.812 を示し OD 値の変動は認められなかった。その後 OD 値は上昇し、ピ
ーク時には No.1 で 1.426、No.2 で 1.773、No.3 で 1.443 を示した。No.1 では
OD 値は 10 日目から 20 日目まで減少することなく推移した。 
 
4) M. bovis 注入にともなう乳清抗体価の推移 
M. bovis 注入にともなう乳清抗体価の推移を図 26 に示した。A 分房（左前）
の平均の OD 値は注入後 9 日目に上昇しその後 14 日目まで急激に上昇し 1.205 
± 0.119 を示した。B 分房の平均の OD 値は 10 日目からわずかに上昇し始め、
14 日目で 0.544 ± 0.119 を示した。C および D 分房の平均 OD 値は B 分房（左
後）と同様 10 日目で上昇したがその上昇は 0.4 までにとどまった。 
 
5) M. bovis 注入にともなうウシの一般血液検査の推移 
M. bovis 注入にともなうウシ血清の一般性状の推移を表 6-1 から 6-3 に示し
た。白血球数は 14 日目が最も高く 101.67±11.33（102/ μL）を示した。分葉核
好中球の割合は注入から 1 日目で減少しはじめ、3 日目で最低値を示し
31.3±8.9 %となり、その後上昇し注入後 14 日には注入前値とほぼ同程度の
55.7±6.8 %を示した。一方、リンパ球は注入後上昇し、注入後 7 日目には最高
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値 52.7±12.3 %となり、注入後 14 日には注入前値とほぼ同程度の 38±4.9 %を示
した。単球について注入前の割合は 7.0±1.5%であったが注入後 3 日目に最高値
9.3±2.7%を示し、注入後 7 日目で減少し 4.3±2.9%となり、注入後 14 日目で最
低値 3.3±3.3 を示した。好酸球の割合は注入後 3 日目で最高値 8.7±1.5%を示
し、注入後 7 日目も 7.0±2.1%となったが、注入後 14 日目には注入前とほぼ同
程度の 3.0±0.6%を示した。血清中の鉄は注入前（113±15.6 μg/dl）と比較して
注入後 1 日（122±29.9 μg/dl）、3 日（136.67±38.1μg/dl）および 14 日目
（181.67±32.9μg/dl）で増加傾向を示した。  
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図 23 M. bovis 注入にともなう乳汁中の菌数の推移（Aおよび B分房） 
  
 
 
 
 
 
注入後日数 
（左前） 
（左後） 
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図 24 M. bovis 注入にともなう乳汁中体細胞数の推移 
 （N=3、mean ± SE） 
 
 
  
注入後日数 
（左前） 
 
（左後） 
（右前） 
 
（右後） 
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図 25 M. bovis 注入にともなう血清抗体価の推移 
 （N=3、mean ± SE） 
  
注入後日数 
90 
 
 
 
 
 
 
 
図 26 M. bovis 注入にともなう乳清抗体価の推移 
 （N=3、mean ± SE） 
 
 
注入後日数 
（左前） 
 
（左後） 
（右前） 
 
（右後） 
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表 6-1 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の血液学的所見の推移 
 
  D0 D1 D3 D7 D14 
WBC (102/UL) 66.33±3.53 65.33±6.39 75.67±0.33 65±18.56 101.67±11.33 
RBC (104/UL) 671.67±6.69 671.33±7.54 655.33±11.26 712±39.8 654.67±20.28 
HGB (g/dl) 10.33±0.5 10.47±0.58 10.47±0.57 10.9±0.64 9.9±0.31 
HCT (%) 31.87±0.69 31.6±0.87 30.83±0.99 33.8±1.31 31.3±0.35 
MCV (fL) 47.43±0.88 47.07±0.99 47.03±0.99 47.57±0.81 47.87±0.95 
MCH (pg) 15.37±0.75 15.57±0.71 15.97±0.62 15.37±0.93 15.13±0.64 
MCHC (g/dl) 32.4±1.02 33.07±0.97 33.93±0.81 32.27±1.78 31.63±1.14 
PLT (104/UL) 36.52±2.48 46.47±6.83 43.9±10.25 65.6±16.3 48.67±9.38 
 
WBC：総白血球数、RBC：赤血球数、HGB：ヘモグロビン量、HCT：ヘマトクリット、MCV：平均赤血球容積、MCH：平均
赤血球ヘモグロビン量、MCHC：平均赤血球ヘモグロビン濃度、PLT：血小板数 
（N=3、mean ± SE） 
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表 6-2 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の末梢血白血球の推移 
 
  D0 D1 D3 D7 D14 
桿状核（％） 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
分葉核（％） 51.67±1.45 45.67±9.4 31.33±8.88 36±10.69 55.67±6.77 
リンパ球（％） 37.33±4.26 43.67±10.14 50.33±9.68 52.67±12.25 38±4.93 
単球（％） 7±1.53 6.67±2.96 9.33±2.73 4.33±2.85 3.33±3.33 
好酸球（％） 3.67±1.2 4±2.65 8.67±1.45 7±2.08 3±0.58 
好塩基球（％） 0±0 0±0 0.33±0.33 0±0 0±0 
 
（N=3、mean ± SE） 
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表 6-3 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の血清生化学的所見の推移 
 
  D0 D1 D3 D7 D14 
TP (g/dl) 7.43±0.2 7.4±0.3 7.5±0.25 7.4±0.35 7.97±0.12 
ALB (g/dl) 3.83±0.12 3.77±0.19 3.83±0.17 2.5±1.21 3.73±0.03 
A/G 比 1.08±0.11 1.05±0.09 1.05±0.08 0.67±0.29 0.88±0.04 
AST (IU/l) 133±38.04 130.33±41.28 113±27.18 101.67±16.46 97±4.51 
GGT (IU/l) 40.67±5.67 40.33±5.84 40.67±6.17 41.67±9.17 40.67±6.69 
Fe (μg/dl) 113±15.59 122±29.87 136.67±38.11 98±54.01 181.67±32.92 
 
TP：総蛋白量、ALB：血清アルブミン、A/G比：アルブミン/グロブリン比、AST：アスパラギン酸アミノトランスフェラー
ゼ、GGT：γ-グルタミルトランスペプチターゼ、Fe：血清鉄 
（N=3、mean ± SE） 
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7) M. bovis 注入にともなう実験牛の末梢血単核球および乳中単核球ポピュレー
ションの推移 
M. bovis 注入にともなう実験牛の末梢血単核球および乳中単核球ポピュレー
ションの推移をフローサイトメーターを用いて解析を行った（図 27-1 および
27-2）。M. bovis 注入にともなう CD4 陽性細胞割合は抹消血単核球では増加傾
向を示したが、乳中単核球では注入後 1 日目で減少し、その後注入分房では増
加傾向を示した。CD8 陽性細胞は抹消血単核球では注入後 7 日目まで増加傾向
を示し、注入分房の乳中単核球では注入後 1 日目に最低値を示しその後増加傾
向を示し、注入後 7 日目に最高値を示したが、非注入分房では注入前と比較し
注入後 1、3、7 および 14 日で低値を示した。CD4/CD8 比について、血中およ
び注入分房では、注入前と比較して注入後 1、3 および 7 日目は減少傾向を示
し、注入後 14 日目で最高値を示した。CD14 陽性単球は注入後 7 日目で血中お
よび非注入分房で最低値を示したが、注入分房では最高値を示した。 
 
8) 単核球に対する M. bovis 刺激 
M. bovis の注入前および注入後 14 日目における実験牛の末梢血単核球の細胞
増殖能は、ConA 刺激で増加傾向を示したものの、M. bovis 刺激では変化を認
めなかった（図 28）。M. bovis の注入後 14 日目の乳房リンパ節由来の細胞およ
び脾臓細胞の M. bovis 刺激にともなう細胞増殖能には変化を認めなかった。 
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9) 末梢血単核球の網羅的遺伝子発現解析 
M. bovis による乳房内感染牛における末梢血単核球の免疫応答を明らかにす
る目的で、M. bovis の乳房内注入後 7 日目において網羅的遺伝子発現解析を行
った。Transglutaminase 3（TGM3）が有意な（p < 0.025 かつ発現量が 2 倍以
上）増加を示し、46 遺伝子が有意な（p < 0.025 かつ発現量が 2 倍以上）減少
を示した（図 29）。有意な（p < 0.025 かつ発現量が 2 倍以上）変化が認められ
た遺伝子群を表 8-1 から 8-3 に示した。機能に関連した遺伝子群の有意差は認
められなかったが、cell morphogenesis、次いで immune system process に関連す
る遺伝子群が増加した（図 30 および表 9）。網羅的遺伝子発現解析の結果をリ
アルタイム PCR により検証した（図 31）。M. bovis の注入後 7 日目における単
核球 complement factor D（CFD）、ficolin 1（FCN1）および tumor necrosis factor 
superfamily member 13 （TNFSF13）の mRNA 発現量は対照と比較し有意に
（CDF および TNFSF13：p < 0.01、FCN1：p < 0.05）減少した。 
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末梢血単核球 
乳中単核球（対照） 
乳中単核球（M. bovis 注入分房） 
図 27-1 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の末梢血単核球および乳中単核球ポピュレーションの推移 
   （N=3、mean ± SE） 
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末梢血単核球 
乳中単核球（対照） 
乳中単核球（M. bovis 注入分房） 
図 27-2 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の末梢血単核球および乳中単核球ポピュレーションの推移 
   （N=3、mean ± SE） 
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図 28 M. bovis の乳房内注入にともなう末梢血、乳房リンパ節および脾臓の単核球の細胞増殖反応 
（N=5、mean ± SE）
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表 7 リアルタイム PCR による網羅的遺伝子発現解析の検証および定量化に使用し
たプライマー 
 
Gene name Primer sequence (5′-3′) Amplicon size (bps)  Accession number 
CFD F：CAC TGA GCG AAT GAT GTG CG 143 NM_001034255 
 R: TAC CGG GCT TCT TGT GGT TG   
FCN1 F: TGG AGA GAA AGG AGA GTC GGG 179 NM_001010996 
. R: GGA AAA CGG TCC ACC CCC    
TNFSF13 F: ATC TAG CGG CGG TTT GAG AC 120 NM_001034647 
  R: TGA GGA TGG GGC TTC TTG TG       
F, forward; R, reverse; bps, base pairs   
CFD : complement factor D、FCN1 : ficolin 1、TNFSF13 : tumor necrosis factor 
superfamily member 13. 
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図 29 M. bovisの注入にともなう末梢血単核球の網羅的遺伝子発現解析において有意
差が認められた遺伝子数 
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表 8-1 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の末梢血単核球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が認められた遺伝子 
 
Ensembl Transcript ID Gene Symbol Description log(FC) 
ENSBTAT00000006432 TGM3 transglutaminase 3 2.96215 
ENSBTAT00000037991 IFT27 intraflagellar transport 27 -2.1218 
ENSBTAT00000015339 GDA guanine deaminase -2.04713 
ENSBTAT00000008157 IFT27 intraflagellar transport 27 -1.88162 
ENSBTAT00000011924 MMP19 matrix metallopeptidase 19 -1.62223 
ENSBTAT00000021759 VNN2 vanin 2 -1.58925 
ENSBTAT00000017935 CYP27A1 cytochrome P450, family 27, subfamily A, polypeptide 1 -1.57239 
ENSBTAT00000043778 CTNND1 catenin (cadherin-associated protein), delta 1 -1.54126 
ENSBTAT00000036255 ZNF618 zinc finger protein 618 -1.49977 
ENSBTAT00000027862 SIRPB1 signal-regulatory protein beta 1 -1.47762 
ENSBTAT00000063284 CFD complement factor D (adipsin) -1.45001 
ENSBTAT00000008933 EHD4 EH-domain containing 4 -1.44665 
ENSBTAT00000009971 KIAA1598 KIAA1598 ortholog -1.44087 
ENSBTAT00000001412 PILRA paired immunoglobin-like type 2 receptor alpha -1.40061 
ENSBTAT00000024068 LYPD3 LY6/PLAUR domain containing 3 -1.39777 
ENSBTAT00000012815 FGL2 fibrinogen-like 2 -1.39103 
ENSBTAT00000019526 ADAMTS2 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 2 -1.3762 
ENSBTAT00000020104 USHBP1 Usher syndrome 1C binding protein 1 -1.36989 
ENSBTAT00000026323 PRKCDBP protein kinase C, delta binding protein -1.36905 
    
  
102 
 
表 8-2 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の末梢血単核球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が認められた遺伝子 
    
Ensembl Transcript ID Gene Symbol Description log(FC) 
ENSBTAT00000015898 BATF3 basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 3 -1.36115 
ENSBTAT00000013165 IGSF8 immunoglobulin superfamily, member 8 -1.35422 
ENSBTAT00000065290 VSTM1 V-set and transmembrane domain containing 1 -1.34393 
ENSBTAT00000066000 FCN1 ficolin (collagen/fibrinogen domain containing) 1 -1.34049 
ENSBTAT00000014308 CMBL carboxymethylenebutenolidase homolog (Pseudomonas) -1.34012 
ENSBTAT00000011785 RAP1GAP RAP1 GTPase activating protein -1.33949 
ENSBTAT00000002383 SNX10 sorting nexin 10 -1.32922 
ENSBTAT00000025261 KCNT1 potassium channel, subfamily T, member 1 -1.30885 
ENSBTAT00000002385 SLC2A6 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 6 -1.29401 
ENSBTAT00000000950 NDRG1 N-myc downstream regulated 1 -1.25956 
ENSBTAT00000048850 SPSB2 splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 2 -1.24715 
ENSBTAT00000019496 NAPRT nicotinate phosphoribosyltransferase -1.23282 
ENSBTAT00000044038 PPARG peroxisome proliferator-activated receptor gamma -1.20929 
ENSBTAT00000065623 FCN1 ficolin (collagen/fibrinogen domain containing) 1 -1.18554 
ENSBTAT00000011388 SULT1A1 sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 1 -1.15616 
ENSBTAT00000006742 SLC31A2 solute carrier family 31 (copper transporter), member 2 -1.14466 
ENSBTAT00000000231 LOC781146 lysozyme -1.14342 
ENSBTAT00000007041 DES desmin -1.13228 
ENSBTAT00000026052 TBC1D2 TBC1 domain family, member 2 -1.11302 
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表 8-3 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の末梢血単核球の網羅的遺伝子発現解析において有意差が認められた遺伝子 
    
Ensembl Transcript ID Gene Symbol Description log(FC) 
ENSBTAT00000021077 FLTP cilia and flagella associated protein 126 -1.10914 
ENSBTAT00000016300 
AKR7A3; 
AKR7A2 
aldo-keto reductase family 7, member A3 (aflatoxin aldehyde reductase) -1.09308 
ENSBTAT00000020664 DLC1 DLC1 Rho GTPase activating protein -1.07505 
ENSBTAT00000001463 ANXA4 annexin A4 -1.03832 
ENSBTAT00000033792 FAM63A amily with sequence similarity 63, member A -1.03101 
ENSBTAT00000020985 EFNB1 ephrin-B1 -1.03058 
ENSBTAT00000028416 SCAMP5 secretory carrier membrane protein 5 -1.02145 
ENSBTAT00000000141 
TNFSF13; 
TNFSF12 
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13, tumor necrosis factor (ligand) 
superfamily, member 12 
-1.01578 
ENSBTAT00000017923 MARVELD1  MARVEL domain containing 1 -1.00297 
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図 30 M. bovisの乳房内注入にともなう実験牛の末梢血単核球において有意差が認め
られた遺伝子の遺伝子オントロジーエンリッチメント解析 
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表 9 M. bovis の乳房内注入にともなう実験牛の末梢血単核球で有意差が認められた
遺伝子の遺伝子オントロジーエンリッチメント解析 
 
Description P-Value Corrected P-Value 
cell morphogenesis 0.00237093 0.336672 
immune system process 0.0106972 1 
cell differentiation 0.0114526 1 
lipid binding 0.013824 1 
cytoplasmic membrane-bounded vesicle 0.0141485 1 
hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not 
peptide) bonds 
0.0160528 1 
catabolic process 0.0172952 1 
anatomical structure development 0.0226945 1 
extracellular matrix organization 0.0261284 1 
endosome 0.0295421 1 
cell wall organization or biogenesis 0.0389424 1 
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図 31 リアルタイム PCR による網羅的遺伝子発現解析の検証および定量化 
（*：p < 0.05、**：p < 0.01） 
CFD : complement factor D、FCN1 : ficolin 1、TNFSF13 : tumor necrosis factor 
superfamily member 13. 
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４．考察 
伝染性乳房炎に分類されるマイコプラズマ性乳房炎は、近年、国内における
発生率の増加が問題になっている[82]。本病に対する有効なワクチンは未だ開
発されておらず、さらに抗生剤治療に対する反応も乏しいことから淘汰対象と
して扱われる症例も多い[14, 52]。M. bovis はマイコプラズマ性乳房炎牛から高
率に分離され、泌乳停止、乳房の腫脹および硬結などの重篤な臨床症状を引き
起こす[52]。しかし、マイコプラズマに対する免疫応答については充分に解明
されておらず、これらを明らかにすることはウシに対する M. bovis の病原性お
よび宿主の免疫応答を解明する上で重要である。本研究では M. bovis に対する
ウシの免疫応答性を解明することを目的とし、乳房内に M. bovis を注入し、乳
汁中の菌数、体細胞数および血清、乳清抗体価、単核球ポピュレーション、ま
た、血液一般検査、単核球の細胞増殖能および末梢血単核球の網羅的遺伝子発
現を評価することにより M. bovis に対するウシの免疫応答について検討した。 
M. bovis の乳房内注入により、本研究ではいずれの個体でも乳汁中において
最大 108 ~ 109 CFU/ml の菌が検出された。Bannerman ら[2, 3]は、他の乳房炎原
因菌である E. coli、S. aureus、Pseudomonas aeruginosa（P. aeruginosa）を乳房
内に注入した時に検出される菌数は 103 ~ 105 CFU/ml であり、本研究で検出さ
れた M. bovis の菌数はそれらと比較して 103 ~ 106倍高値を示すことが確認され
た。このことから、他の菌と比較し M. bovis による乳房炎では排菌数は高値を
示すことが明らかとなった。菌の注入は A 分房のみであったが、すべての感染
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個体で B 分房からも菌が検出されたことから、Boothby ら[9]の報告にもあるよ
うに、注入した菌が何らかのメカニズムにより非注入分房に移行し、感染した
可能性が示唆された。 
A 分房の平均体細胞数はピーク時に 37.0± 3.8 × 106 cells/ml を示した。 
Bannerman ら[2, 3]は、乳房炎原因菌を乳房内に注入し体細胞数を測定してお
り、E. coli で 44.9 ± 5.0 × 106 cells/ml、S. aureus で 32.1 ± 5.9 × 106 
cells/ml、P. aeruginosa で 62.9 ± 6.4 × 106 cells/mL と報告している。これら
の結果から、M. bovis 注入では S. aureus 感染とほぼ同程度の体細胞数が誘導さ
れることが明らかになった。 
マイコプラズマに対するウシ乳腺の免疫応答について、Kauf ら[30]は、M. 
bovis をウシ乳房へ注入することより、好中球減少症、白血球減少症および血
小板減少症が引き起こされることを報告している。本研究においても好中球は
M. bovis 注入後、末梢血では減少傾向が認められたが、白血球数は増加傾向を
示した。単球は末梢血では減少する傾向が認められ、感染分房では増加する傾
向が認められた。リンパ球は末梢血中では増加傾向を示し、感染分房では CD8
陽性 T 細胞の割合が増加することが認められた。E. coli の乳房内感染において
CD8 陽性 T 細胞が乳汁中で優勢になることが報告されており[39]、本研究の結
果から、M. bovis の乳房内感染にともなう免疫応答は E. coli による乳房炎に類
似することが示唆された。 
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血清中 Fe の減少は細菌の増殖性を抑制させるための一般的な宿主防御機構
であり[35]、S. aureus および E. coli による乳房炎罹患牛の血清中の Fe 濃度は
減少することが報告されている[19, 40]。マイコプラズマ種の鉄要求性は示され
ていないが、菌体に鉄を含有すること[49]および鉄貯蔵性が報告されている
[5]。本研究において末梢血中の Fe 濃度の上昇傾向が認められたが、この傾向
は M. bovis による乳房炎の臨床症状のひとつの特徴と考えられた。血清抗体価
は注入後 7 日目以降に上昇し、10 日目から 14 日目までほぼ同値で推移した。
血清抗体価は No.2 でやや高値を示したが各個体ともほぼ同程度の値で推移し
た。乳清抗体価は 8 日目以降に顕著な上昇が認められ、14 日目まで上昇を続け
た。乳清中の抗体量が急激に増加した要因は明らかではないが、Burton ら[11]
の報告にあるように、乳腺の炎症により大量の血清抗体が乳汁中へ移行した可
能性が推察される。また、正常分房でも抗体価の上昇が認められたことから乳
房リンパ節においても抗体が産生されている可能性が推察される。しかし、乳
房リンパ節の細胞への M. bovis 抗原再刺激では、細胞増殖が確認されず、末梢
血単核球および脾臓細胞でも M. bovis 刺激による細胞増殖は認められなかっ
た。このことは M. bovis 特異抗原に対する抗体産生が行われていないか、また
は免疫機能抑制が関与していることを示唆している。網羅的遺伝子発現解析に
おいて、46 遺伝子の減少が認められ、機能解析の結果からも、免疫反応系に関
する機能の減少が示唆された。補体の活性化に関係する 2 つの遺伝子の減少が
認められ、ficolin 1（FCN1）はレクチン経路[22]、complement factor D（CFD）
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は代替経路の活性化に関与する遺伝子である[78]。また、tumor necrosis factor 
superfamily member 13 （TNFSF13）は B 細胞の分化に関与している[7]。これ
らのことから、M. bovis 乳房内感染に伴う生体の免疫応答抑制を引き起こすメ
カニズムの存在が考えられた。Rodrigues ら[56]は牛肺疫感染牛における末梢血
単核球の網羅的遺伝子発現解析で、有意な変化を認めた遺伝子の 85%が減少
し、末梢血における免疫応答は局所における免疫応答と一致しないことを報告
している。本研究においても同様に局所の免疫応答と全身における免疫応答は
一致していないものと考えられる。 
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５．小括 
１．分房への M. bovis 注入は他の乳房炎原因菌と比較し分房乳中に高い排菌数
が認められたが、体細胞数は他の菌で誘導されるそれらと比較して低値を示す
ことが明らかとなった。 
 
２．マイコプラズマ性乳房炎における乳汁中の単核球について、M. bovis 乳房
内注入により CD14 陽性細胞および CD8 陽性細胞が末梢血において減少および
M. bovis 注入分房乳で増加することが明らかとなり、M. bovis 排除に細胞性免
疫が重要な役割を担うことが示唆された。 
 
３．マイコプラズマ性乳房炎の罹患により、血清や乳清に特異抗体が誘導され
ることが明らかとなった。しかし乳房リンパ節、脾臓細胞および末梢血単核球
における M. bovis 再刺激では細胞増殖は確認されず、M. bovis 感染による免疫
応答抑制機構の存在が示唆された。 
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第Ⅳ章 総括 
本研究では、M. bovis に対するウシ宿主細胞の免疫応答を解明することを目
的とし、免疫担当細胞である単核球、好中球ならびに感染局所としての乳腺上
皮細胞に着目し、これらの遺伝子的および機能的な検討を行うとともに、M. 
bovis 乳房内注入により引き起こされたマイコプラズマ性乳房炎の生体に及ぼ
す影響を検討し、以下の結果を得た。 
 
１．M. bovis 刺激下におけるウシ免疫担当細胞の網羅的遺伝子発現解析 
M. bovis 感染下におけるウシ末梢血単核球、末梢血好中球およびウシ乳腺上
皮細胞の免疫応答に関連した遺伝子発現を明らかにする目的で、マイクロアレ
イを用いた網羅的遺伝子発現解析を行い、定量的リアルタイム PCR 法により
免疫応答に関連する遺伝子発現量を検討した。M. bovis はウシ単核球および好
中球の免疫応答関連遺伝子の発現を増加させることが明らかとなり、単核球
IFN-γ、IL-17F、IL27 および IL-36A の mRNA 発現量増加を示した。好中球
NOS2、CXCL2 および IL-36A の mRNA 発現量増加が認められた。M. bovis 刺
激下における単核球および好中球に共通した遺伝子発現に関して、免疫応答抑
制に関する mRNA（BATF、SLAMF1 および SLAMF7）発現増加が認められ
た。M. bovis 刺激下における乳腺上皮細胞の免疫に関連する mRNA 発現量は
E.coli とは異なる応答を示し、S. aureus に類似することが明らかとなった。ま
た、M. bovis 刺激下における単核球のサイトカイン mRNA 発現は菌数の増加に
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より誘導されることが明らかとなった。以上の結果より、M. bovis 感染におい
て、単核球は Th1 または Th17 免疫応答、また免疫応答抑制に関連する遺伝子
を増加させ、好中球は抗菌活性および炎症反応に関連する遺伝子の増加が確認
された。また、M. bovis の免疫応答の誘導は一定の菌数で起こるものと考えら
れた。 
 
２．M. bovis 刺激がウシ免疫担当細胞の機能発現に及ぼす影響  
M. bovis 感染下におけるウシ単核球および好中球の機能的な免疫応答を明ら
かにする目的で、単核球のサイトカイン産生量および細胞増殖能を評価すると
ともに、好中球の NO 産生能および Neutrophil extracellular traps 形成に及ぼす
影響を検討した。M. bovis の生菌は単核球の細胞増殖およびサイトカインを産
生することが明らかとなった。M. bovis の単独刺激では NETs 形成は認められ
ず NETs 形成誘導剤である PMA との共刺激でも認められなかった。M.bovis は
形成された NETs を消失させるが、この現象は EDTA 存在下では抑制された。
NETs による M. bovis の生存率は EDTA 存在下で減少した。以上の結果から、
M. bovis は自身のヌクレアーゼにより好中球の NETs から回避していることが
示唆され、M. bovis のヌクレアーゼは一病原性因子と考えられた。 
 
３．M. bovis の乳房内感染とウシ乳腺の免疫学的応答性 
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マイコプラズマ性乳房炎に対するウシの免疫応答を明らかにする目的で、M. 
bovis 乳房内注入による血清および乳清中 M. bovis 特異的抗体価、体細胞数、
一般血液検査および乳汁中単核球ポピュレーションの動態を評価するととも
に、単核球の網羅的遺伝子発現解析を行い、乳房リンパ節の細胞増殖能を検討
した。M. bovis 注入は他の乳房炎原因菌と比較し高い排菌数が認められたが体
細胞数は他の菌で誘導されるそれらと比較して低値を示すことが明らかとなっ
た。マイコプラズマ性乳房炎における乳中単核球の推移は、M. bovis 乳房内注
入により CD14 陽性細胞および CD8 陽性細胞が末梢血において減少したが、M. 
bovis 注入分房乳中で増加することが明らかとなった。マイコプラズマ性乳房
炎の罹患により、血清および乳清において M. bovis 特異抗体が誘導されること
が明らかとなった。しかし、乳房リンパ節、脾臓細胞および末梢血単核球にお
ける M. bovis 再刺激では細胞増殖は確認されなかった。以上のことから M. 
bovis 排除には細胞性免疫および液性免疫が重要な役割を担うこと、また、M. 
bovis 感染による単核球の免疫応答能の抑制が示唆された。 
 
以上の研究から、マイコプラズマ性乳房炎に関して、免疫担当細胞の分子生
物学的および機能的な変化を明らかにするとともに、M. bovis の乳房内注入に
よる生体の免疫応答の一部を解明した。本研究はマイコプラズマ性乳房炎の理
解において有用な基礎的知見を示したものと考える。 
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